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1 Einleitung 
1.1 Die Aufgaben der Niere 
 
Die Niere ist das wichtigste Ausscheidungsorgan des menschlichen Körpers. Sie ist in 
ihrer Funktion sehr komplex und übernimmt viele wichtige Aufgaben bei der 
Regulation des Elektrolyt-, Volumen-, Mineral- und Säure-Basen-Haushaltes. Daneben 
spielt sie als endokrines Organ eine wichtige Rolle in der Steuerung des Blutdruckes, 
der Skelettmineralisation und der Erythropoese.  
Die kleinste funktionelle Einheit der Niere wird durch das Nephron gebildet, von denen 
die Nieren gemeinsam 2 Millionen enthalten. Ein Nephron besteht jeweils aus einem 
Glomerulum mit Bowman-Kapsel und einem Tubulussystem (Abbildung 1-1). In dem 
Glomerulum wird aus dem Blut der Primärharn abfiltriert, welcher frei von 
korpuskulären Elementen des Blutes und nahezu eiweißfrei ist, während die 
Konzentration der gelösten niedermolekularen Stoffe der Plasmakonzentration 
entspricht (Schmidt, 1987). Aus dem Ultrafiltrat entsteht anschließend durch Resorption 
und Sekretion von Substanzen in den morphologisch und funktionell unterschiedlichen 
Abschnitten des Tubulussystems der Endharn. Die hohe Filtrationsleistung wird durch 
eine besonders hohe Durchblutung der Nieren gewährleistet. Sie beträgt beim 
Erwachsenen rund 1,2l/min, was einem Anteil des Herzzeitvolumens in Ruhe von ca. 
25% entspricht (Schmidt, 1987). 90 % des Blutes durchströmen den Nierencortex, der 
die Glomeruli beinhaltet (Klinke, 2005). Durch Anpassung des Eingangswiderstandes 
vor den Glomeruli kann die Nierendurchblutung auch bei systemischen 
Blutdruckschwankungen im Bereich von 80-200mmHg konstant gehalten werden. Das 
ist die Voraussetzung für die tägliche Produktion von 180l Ultrafiltrat, von dem nach 
der Rückresorption von Wasser und Elektrolyten im Tubulussystem nur rund 1,5l 
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Abbildung 1-1: Strukturelle Organisation der Niere 
Links: 3 Nephrone und das Sammelrohrsystem. In Orange sind die Glomeruli mit den anschließenden 
proximalen gewundenen Tubuli und dem geraden absteigenden Teil der Henle-Schleife dargestellt, in 
Gelb die weiteren Teile der Henle-Schleife und der distale gewundene Teil des Tubulussystems. In Grün 
stellt sich das Sammelrohrsystem dar. 
Rechts: Die Blutversorgung und Anordnung der Gefäße der Niere. 
Aus „Physiologie des Menschen mit Pathophysiologie“; Schmidt, R.F. (Hrsg.), Lang, F. (Hrsg.); 
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1.2 Elektrolytrückresorption entlang des Tubulussystems 
 
Der Elektrolyt- und Wassertransport entlang des Tubulussystems spielt eine zentrale 
Rolle bei der Generierung des Endharns. Das tubuläre System wird in den proximalen 
Tubulus, die Henle-Schleife, den distalen Tubulus und in das Sammelrohr unterteilt. 
Zur Anpassung des Körpers an die wechselnden physiologischen Elektrolyt- und 
Wasserverhältnisse ist ein System von verschiedenen transepithelialen 
Transportproteinen vorhanden, welche für Ionentransportprozesse an unterschiedlichen 
Orten des Tubulussystems verantwortlich sind.  
Die Tubulusepithelzellen sind polare Zellen, deren luminale Seite sich von der 
basolateralen Membran auf der Blutseite funktionell unterscheidet. Die Durchlässigkeit 
dieser beiden Membranen ist entscheidend für den transzellulären Transport. Für die 
meisten Transportprozesse ist die Na+-K+-ATPase an der basolateralen Seite der Motor. 
Unter ATP Verbrauch wird Na+ primär aktiv aus der Zelle ins Blut gepumpt. Auf diese 
Weise entstehende Elektrogradienten sind für den Transport zahlreicher Stoffe 
essentiell.  
Den größten Anteil der Na+Cl--Rückresorption nimmt der proximale Abschnitt  des 
Tubulussystems der Niere mit 60% ein. Angetrieben durch die Na+-K+-ATPase in der 
basalen Membran wird Na+ aus der Zelle in das Intertitium und K+ in die Zelle 
befördert. Die dabei entstehende elektrochemische Potentialdifferenz sorgt dafür, dass 
zum einen aufgrund des negativen intrazellulären Potentials, zum anderen aufgrund des 
chemischen Konzentrationsgradienten Na+ passiv aus dem Tubuluslumen in die Zelle 
einströmt. Dieser Einstrom ist treibende Kraft für den Na+-Cotransport weiterer 
Substanzen in die Tubuluszelle. Hervorgerufen durch die erhöhte Chloridkonzentration 
der Tubulusflüssigkeit im Vergleich zum Interstitium kommt es zum parazellulären 
Fluß von Chloridionen ins interstitielle Nierengewebe. Gleichzeitig kommt es über 
diesen Shunt zum pararzellulären Transport von Na+. Eine weitere Möglichkeit der Na+ 
Rückresorption erfolgt passiv durch den Solvent Drag, dabei folgt aus osmotischen 
Gründen Wasser der oben beschrieben Elektrolytwanderung. Mit diesem Wasserstrom 
werden weitere Elektrolyte und andere gelöste Stoffe (z.B. Harnstoff, Natrium, Chlorid) 
passiv mittransportiert. 
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Der Anfangsteil der Henle-Schleife entspricht in den Transportereigenschaften dem 
proximalen Tubulus, allerdings mit geringerer Kapazität. Im dicken aufsteigenden Ast 
der Henle-Scheife werden rund 25% des Salzes rückresorbiert. Wieder ist die 
Natriumpumpe an der basalen Membran die treibende Kraft der Transportprozesse. Hier 
spielt an der luminlaen Membran der Na+-K+-2Cl--Transporter (NKCC2) die 
entscheidende Rolle. Durch die fehlende Wasserresorption in diesem Nephronteil wird 
die Tubulusflüssigkeit hypoton und das Interstitium hyperton, was wichtig für die 
spätere Harnkonzentrierung ist.  
Im distalen Teil werden noch 10% des Salzes zurücktransportiert, hier ist der Na+-Cl--
Cotrantsporter (NCCT) für den Elektrolyttransport verantwortlich, der ebenfalls indirekt 
durch die Natriumpumpe angetrieben wird.  
Schließlich werden im Sammelrohr noch 5% des Salzes durch einen Na+-Kanal 
resorbiert, welcher durch Aldosteron und ADH aktivierbar ist. Die letzten 
Nephronabschnitte sind für Wasser durchlässig und damit für die Harnkonzentrierung 
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Abbildung 1-2: Schematische Darstellung des Nephrons mit den einzelnen Anteilen der 
Na+-Rückresorption  
Entlang des Nephrons werden im proximalen Abschnitt 60% des Natriums rückresorbiert, in 






Bei den zu untersuchenden vererbten Salzverlusttubulopathien geht es um Defekte der 
Transporter im dicken aufsteigenden Ast der Henle-Schleife und im distalen Tubulus. 
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1.2.1 Elektrolyttransport entlang des dicken aufsteigenden Teils der Henle-
Schleife 
 
Dominierender Transporter vom Lumen in die Epithelzelle im dicken aufsteigenden 
Teil der Henle-Schleife (thick ascending limb: TAL) ist der Furosemid sensitive Na+-
K+-2Cl--Cotransporter (NKCC2). Es handelt sich dabei um einen sekundär aktiven 
Transportprozess von Na+, K+ und 2Cl-, der durch eine niedrige intrazelluläre Na+-
Konzentration angetrieben wird. Die niedrige Na+-Konzentration in der Zelle wird 
wiederum durch die basolaterale Na+-K+-ATPase aufrechterhalten, so dass für Na+ ein 
elektrochemischer Gradient entsteht. Während K+ an der apikalen Membran über den 
ROMK K+-Kanal (renal outer medulla K channels) wieder in das Lumen 
zurücktransportiert wird, wird Cl- an der basolateralen Seite von zwei homologen 
Chloridkanälen (ClC-Ka und ClC-Kb) aus der Zelle ins Gefäßsystem befördert 
(Abbildung 1-3) (Jeck et al., 2005). Auf diese Weise entsteht ein  lumenpositiver 
Spannungsgradient, der wichtig für den parazellulären Transport ist. 
Neben der Elektrolytresorption ist dieser Teil des Tubulussystems Vorraussetzung für 
den osmotischen Gradienten zur Harnkonzentrierung entlang des Sammelrohres, da die 
Henle-Schleife nicht permeabel für Wasser ist und dadurch in diesem Teil ein 
hypertones Interstitium entsteht. Somit führen Beeinträchtigungen der Transporter im 
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Abbildung 1-3: Modell der Transportprozesse entlang des dicken aufsteigenden Astes der 
    Henle-Schleife (TAL)  
An der luminalen Seite der Tubulusepithelzelle kommen die Transportproteine NKCC2 und 
ROMK zur Darstellung. An der basolateralen Seite sieht man zum einen die Natrium-Kalium-
Pumpe und zum anderen die zwei homologen Chloridkanäle, die im dicken aufsteigenden Ast 
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1.2.2 Elektrolyttransport entlang des distalen Convolutes 
 
Ebenso wie in den anderen Nephronabschnitten werden die Transportprozesse im 
distalen Tubulus (distal convoluted tubule, DCT) an der apikalen Membran indirekt von 
der basolateralen Na+-K+-ATPase angetrieben, die den elektrochemischen Gradienten 
für Natrium aufbaut. In diesem Abschnitt des Tubulssystems ist der Thiazid sensitive 
Na+-Cl--Cotransporter, NCCT, für den Hauptteil des apikalen Na+Cl--Transportes 
verantwortlich (Costanzo, 1985; Ellison et al., 1987; Kunau et al. 1975; Plotkin et al. 
1996; Velazquez et al.,  1984). 
Der Transporter hat strukturelle Ähnlichkeit mit dem NKCC2-Protein, aber transportiert 
im Gegensatz dazu nur ein Natrium- und ein Chlorid-Ion in die Epithelzelle hinein. 
Chlorid wird wie im dicken aufsteigenden Ast der Henle-Schleife passiv über den 
basolateralen ClC-Kb Kanal aus der Zelle gebracht, der andere Chloridkanal, ClC-Ka, 
ist in diesem Teil des Nephrons vermutlich nicht exprimiert (Abbildung 1-4) (Jeck  et 
al., 2005).  
Entlang des distalen Tubulus lassen sich zwei verschiedene funktionelle Anteile 
beschreiben (DCT 1 und DCT 2), die sich in ihren Transportereigenschaften 
unterscheiden (Abbilung 1-5 und 1-6) (Obermuller et al., 1995). Neben dem NCCT in 
der apikalen Membran der DCT 1 Zelle findet man noch den TRPM6, einen 
Magnesiumkanal, der 2002 identifiziert wurde (Schlingmann et al., 2002; Voets et al., 
2004). Erst kürzlich wurde der Kaliumkanal Kir4.1 beschrieben, dieser befindet sich an 
der basolateralen Seite der Tubuluszelle (Bockenhauer et al., 2009, Scholl et al., 2009). 
Ein Amilorid-sensitiver epithelialer Natriumkanal (ENaC) sowie ein Caclciumkanal 
(ECaC) werden in der DCT 2 Zelle exprimiert (Loffing et al., 2001).  
Im Gegensatz zu Defekten im Bereich des TAL, kommt es bei Mutationen der 
Transportproteine im DCT nicht zu einer Beeinflussung der Harnkonzentrierung. Der 





Kapitel 1               Einleitung 







Abbildung 1-4: Modell der transzellulären Transportprozesse entlang des distalen 
Abschnitts des Nephrons (DCT)  
An der luminalen Seite liegt der NCCT, der Natrium und Chlorid gemeinsam in die 
Tubulusepithelzelle hinein transportiert. An der basolateralen Seite findet man neben der 
Natriumpumpe einen Chloridkanal (ClC-Kb). Die Pfeile zeigen in die Richtung des Transportes. 
 
Abbildung 1-5: DCT 1 im distalen Tubulus 
Neben den Transportern/Kanälen NCCT, Kir4.1 (Kir 
4), ClC-Kb und der Natriumpumpe gibt es in der 
DCT 1 Zelle noch einen Magnesiumkanal (TRPM6) 
an der apikalen Membran. 
Abbildung 1-6: DCT 2 im distalen Tubulus 
In der DCT 2 Zelle findet man neben der 
Natriumpumpe einen Natrium(ENaC)-und einen 
Calcium(ECaC)-Kanal an der luminalen Seite. 
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1.2.3 Konsequenzen des gestörten Transports von Natrium und Chlorid 
entlang des Nephrons  
 
In den Segmenten TAL und DCT des Nephrons ist die Resorption von Natrium direkt 
an die Resorption von Chlorid gekoppelt. Aus diesem Grund betrifft ein Defekt der 
Transportproteine in diesen Bereichen sowohl die Natrium- als auch die Chlorid-
Homöostase (Jeck et al., 2005). Während der Natriumverlust durch kompensatorische 
Steigerung der Reabsorption entlang des distaler gelegenen Aldosteron-sensitiven 
Nephronabschnittes  wieder ausgeglichen werden kann, geht Chlorid irreversibel mit 
dem Urin verloren, was eine Hypochlorämie zur Folge hat. Da der Chloridverlust mit 
dem Urin eine Steigerung von negativ geladenen Ionen im Urin nach sich zieht, kommt 
es aufgrund des Ausgleichs der entstehenden elektrischen Differenz zu einem 
zusätzlichen Verlust von positiv geladenen Kationen wie Ammonium und Kalium. 
Somit entstehen eine metabolische Alkalose  und eine Hypokaliämie. Der Kaliumverlust 
wird zusätzlich durch einen sekundären Hyperaldosteronismus verursacht. Dieser 
entsteht dadurch, dass ein geschwächter Natriumtransport eine Abnahme der 
extrazellulären Flüssigkeit erzeugt, was wiederum zu einer Aktivierung der 
Reninsekretion und damit auch der Aldosteronsynthese führt.  
Deswegen sind Salzverlusttubulopathien aufgrund einer Störung der Transportproteine 
im TAL und DCT durch eine Hypochlorämie, eine metabolische Alkalose und eine 
Hypokaliämie charakterisiert. Trotzdem sind sie in ihrer klinischen Ausprägungsform 
eine sehr heterogene Krankheitsgruppe, abhängig von dem betroffenen 
Transportprotein.  Man unterscheidet das antenatale Bartter Syndrom (aBS), das 
antenatale Bartter Syndrom mit sensoneuraler Taubheit (BSND), das klassische Bartter 
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1.3 Hereditäre Salzverlusttubulopathien 
 
Zeitgleich mit der Beschreibung der ersten Salzverlusttubulopathien mit 
hypochlorämischer Alkalose und sekundärer Hypokaliämie wurden die Mechanismen 
des transepitheliale Ionentransport an einzelnen isolierten Nephronsegmenten aufgeklärt 
(Royer et al.,1964; Greger, 1985). Zusätzlich wurden in dieser Zeit einzelne Inhibitoren 
der Transporter identifiziert. Unter ihnen waren Schleifendiuretika und Thiazide, die in 
der klinischen Praxis schon in Gebrauch waren (Burg et al., 1973; Kunau et al., 1975). 
All diese Erkenntnisse führten schließlich zur molekularen Identifizierung der 
Ionentransporter NCCT, NKCC2, ROMK, CLCK und Barttin, als wichtige 
Voraussetzung zur Differenzierung der  Salzverlusterkrankungen (Gamba et al., 1993; 
Gamba et al., 1994; Ho et al., 1993; Jentsch et al., 1990). 
Zum ersten Mal beschrieb Rosenbaum 1957 einen klinischen Fall von einem zwei 
Monate alten Kind mit kongenitaler hypokalämischer Alkalose, Gedeihstörungen und 
Dehydratation, welches mit siebeneinhalb Monaten an den Folgen der Erkrankung 
verstarb (Rosenbaum et al., 1957). Fünf Jahre später charakterisierte Frederic Bartter als 
erstes ein neues Syndrom. Es war durch kongenitalen tubulären Salzverlust mit 
Hypokaliämie, metabolischer Alkalose und erhöhtem Aldosteronspiegel bei normalem 
Blutdruck gekennzeichnet (Bartter et al., 1962). Viele weitere Fälle des Bartter 
Syndroms (BS) wurden in den folgenden Jahren veröffentlicht (Fanconi et al., 1971; 
McCredie et al., 1971; McCredie et al., 1974; Rodrigues Pereira et al., 1982). Bei allen 
waren eine Hypokaliämie, eine Hypochlorämie und eine metabolische Alkalose zu 
finden, doch unterschieden sie sich in anderen Parametern wie Manifestationsalter, 
Gedeihstörungen, Prostaglandinsekretion, Calcium-Konzentration im Urin und 
Auftreten einer Hypomagnesämie, so dass das BS in der folgenden Zeit klinisch weiter 
unterteilt werden konnte. 
1966 grenzte Gitelman eine Unterform des Bartter Syndroms ab, das Gitelman Syndrom 
(GS) (Gitelman et al., 1966). Diese milde Variante unterschied sich von den übrigen 
Bartter Syndromen durch das Auftreten von Tetanien, die durch eine Hypomagnesiämie 
verursacht wurden (Rodriguez-Soriano et al., 1987). Weitere Untersuchungen zeigten 
außerdem eine niedrige Urinkonzentration von Calcium  (Bettinelli et al., 1992).  Erst 
kürzlich wurde das SeSAM Syndrom (oder EAST Syndrom) beschrieben. Im Gegensatz 
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zum Gitelman Syndrom kommt es hierbei zusätzlich zur Ausprägung einer Epilespie, 
Ataxie und Innenohr-Taubheit (Bockenhauer et al., 2009, Scholl et al., 2009).  
Im Gegensatz dazu beobachteten Fanconi und McCredie sehr schwere Verlaufsformen 
bei Neugeborenen mit einer hohen Calciumurinkonzentration und einer 
Nephrokalzinose (Fanconi et al., 1971; McCredie et al., 1971). Mit den medizinischen 
Fortschritten in der Neonatologie und höheren Überlebensraten von Frühgeborenen, 
konnte der Neonatologe Ohlsson 1984 eine weitere Variante definieren, das antenatale 
Bartter Syndrom (aBS) (Ohlsson et al., 1984). Es unterschied sich vom klassischen 
Bartter Syndrom schon pränatal durch die Manifestation eines Polyhydramnions, was zu 
Frühgeburtlichkeit führte. Diese Form geht außerdem postnatal mit einem erhöhten 
Risiko einer schwerwiegenden Dehydratation durch eine Polyurie einher. Durch die 
Therapie mit Indomethacin, einem Prostaglandinsynthese-Inhibitor, konnte das 
Auftreten von Wachstumsstörungen, Polyhydramnion und Dehydratation erfolgreich 
behandelt werden (Donker et al., 1977; Konrad et al., 1999). In diesem Zusammenhang 
entdeckte Seyberth die wichtige Rolle der erhöhten renalen und extrarenalen 
Prostaglandinproduktion, wodurch er den Namen Hyperprostaglandin E Syndrom 
(HPS) prägte (Seyberth et al., 1985; Seyberth et al., 1987). Eine weitere Form der 
antenatalen Form des Bartter Syndroms wurde das erste Mal an fünf Beduinenkindern 
beschrieben, hierbei wurde neben der schweren Nierenbeteiligung eine sensoneurale 
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Zusammenfassend können somit die hypokalämischen Salzverlusttubulopathien durch 
die klinische Manifestation und laborchemische Untersuchung unterschieden werden 
(Tabelle 1).  
 
 




















































































1996 konnten Simon und seine Arbeitsgruppe bedeutende Erkenntnisse durch die 
Charakterisierung der Gene erlangen, die für bestimmte Transportproteine kodieren, 
und  Mutationen identifizieren, die für die verschiedenen Salzverlustkrankheiten 
verantwortlich sind (Simon et al., 1996 (Nat Genet 12); Simon et al., 1996 (Nat Genet 
13); Simon et al., 1996 (Nat Genet 14); Simon et al., 1997). Anhand von 
molekulargenetischen Analysen des antenatalen Bartter Syndroms konnten Defekte der 
Transportproteine NKCC2 und ROMK entlang des TAL für die Erkrankung 
verantwortlich gemacht werden (Simon et al., 1996 (Nat Genet 13); Simon et al., 1996 
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(Nat Genet 14)).  Das klassische Bartter Syndrom ist durch eine Dysfunktion des ClC-
Kb verursacht (Simon et al,. 1997), der entlang des TAL und des DCT zu finden ist. 
Das Gitelman Syndrom hingegen wird durch einen Funktionsverlust des NCCT im DCT 
hervorgerufen (Simon et al., 1996 (Nat Genet 12)).  
Aus einer Störung von der beta-Untereinheit Barttin der Chloridkanäle oder beider 
Chloridkanäle (ClC-Ka und ClC-Kb) gemeinsam resultiert das antenatale Bartter 
Syndrom mit sensoneuraler Taubheit (Birkenhäger et al., 2001; Schlingmann et al., 
2004). Birkenhager und seine Arbeitsgruppe identifizierten 2001 erstmalig ein neues 
Gen (BSND), welches für die beta-Untereinheit Barttin kodiert (Birkenhager et al., 
2001). Zur selben Zeit konnten zwei Arbeitsgruppen die entscheidende Rolle von der 
beta-Untereinheit Barttin für die Funktion des ClC-K Cloridkanal demonstrieren 
(Estevez et al., 2001; Waldegger et al., 2002). Durch einen Funktionsverlust des 
Kaliumkanal Kir4.1 im DCT resultiert das SeSAM Syndrom (Bockenhauer et al., 2009, 
Scholl et al., 2009). (Tabelle 2) 
 
 
Tabelle 1-2: Gene und Genprodukte, die ursächlich an den Salzverlusttubulopathien beteiligt sind 




























1q36 CLCNKB ClC - Kb TAL/DCT 
Gitelman Syndrom 16q13 SLC12A3 NCCT DCT 




Im Folgenden werden die verschiedenen Syndrome eingehender dargestellt mit 
besonderem Augenmerk auf das Gitelman Syndrom. 
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1.3.1 Das antenatale Bartter Syndrom (Hyperprostaglandin E Syndrom) 
 
Das aBS oder HPS ist eine schwere Form der renalen Salzverlustkrankheiten. Bereits im 
zweiten Trimenon entwickelt sich durch fetale Polyurie ein Polyhydramnion mit 
erhöhter Cl--Konzentration im Fruchtwasser (Massa et al., 1987; Proesmans et al., 
1987). Zudem führt es zu Frühgeburtlichkeit zwischen der 27. und 35. 
Schwangerschaftswoche (Proesmans, 1997). Im Neugeborenenalter kommt es zu einer 
ausgeprägten Polyurie und damit zu einer lebensbedrohlichen Hypovolämie, die häufig 
zuerst an einen Diabetes insipidus denken läßt, sich aber durch eine Urinosmolalität 
über 160 mosmol/kg von diesem unterscheidet. Trotz der kompensatorisch gesteigerten 
Natriumchloridückresorption entlang des distalen Tubuluses entwickeln die 
Neugeborenen einen lebensbedrohlichen Salzverlust, der eine Hyponaträmie und eine 
Hypochlorämie verursacht. Der Natriumverlust geht in den nächsten Tagen zurück, 
während dafür der Kaliumverlust ansteigt, was man auch als Na+-K+ switch bezeichnet 
(Reinalter et al., 1998). Außerdem entwickelt sich, hervorgerufen durch die verminderte 
Na+-Konzentration, eine Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems 
(RAAS), was die Sekretion von H+ und K+ steigert, wodurch eine hypokalämische 
Alkalose entsteht. Mit den weiteren Lebensmonaten entwickeln die Patienten aufgrund 
einer erhöhten Cacium-Konzentration im Urin zusätzlich eine medulläre 
Nephrokalzinose (Proesmans 1997).  
 
 
1.3.2 Das antenatale Bartter Syndrom mit Innenohr-Taubheit 
 
Das antenatale Bartter Syndrom mit sensoneuraler Taubheit ähnelt in seinem klinischen 
Erscheinungsbild sehr dem aBS, ist jedoch zusätzlich durch eine 
Innenohrschwerhörigkeit gekennzeichnet. Es entwickelt sich aufgrund einer Störung des 
Chloridtransportes, welche durch Mutationen in den Genen entsteht, die entweder für 
die beta-Untereinheit Barttin oder für beide Chloridkanäle (ClC-Ka und ClC-Kb) 
kodieren. Barttin findet man in jedem ClC-K exprimierenden Nephronsegment und ist 
somit wichtig für die Funktion der Chloridtransporter entlang des TAL und des DCT. In 
dem Zusammenhang ist verständlich, dass bei Defekten der beta-Untereinheit oder 
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beider Chloridkanäle schwerste Fälle von Polyhydramnion, Polyurie und Salzverlusten 
beschrieben werden, da beide Abschnitte des Tubulussystems (TAL und DCT) 
betroffen sind und keine kompensatorische Aktivierung im nicht defekten Teil 
stattfinden kann. Für eine schwerere Verlaufsform spricht außerdem das schlechte 
Ansprechen auf die Therapie mit Indomethacin. Die Patienten entwickeln häufig ein 
Nierenversagen (Jeck et al., 2001 (Pediatrics)). 
 
 
1.3.3 Klassisches Bartter Syndrom 
 
Ein isolierter Ausfall des ClC-Kb Chlorid-Kanals führt zu dem klassischen Bartter 
Syndrom. Studien haben gezeigt, dass diese Form extrem variable Krankheitsverläufe 
aufweist, die aber in ihrer Stärke der Ausprägungsform nicht bestimmten Mutationen im 
CLCNKB-Gen zugeordnet werden können (Konrad et al., 2000; Zelkovic et al., 2003). 
Das Manifestationsalter reicht von pränatal bis ins frühe Jugendalter. Nur bei ungefähr 
einem Fünftel der Fälle kann ein Polyhydramnion beobachtet werden (Peters et al., 
2002). Klinisch zeigen sich unterschiedliche Symptome wie Gedeihstörungen, 
Muskelschwäche, Müdigkeit und Spasmen. Laboruntersuchungen ergeben die typische 
Konstellation von Hypochlorämie, Hypokaliämie, metabolischer Alkalose und einer 
erhöhte RAAS-Aktivität. Bei dem Großteil der Patienten entwickelt sich keine 
Hyperkalziurie, so dass in dem Zusammenhang mit dem klassischen Bartter Syndrom 
auch meistens keine Nephrokalzinose festgestellt wird.  
 
 
1.3.4 SeSAM Syndrom 
 
Als Abgrenzung zum Gitelman Syndrom wurde das SeSAM Syndrom (oder EAST 
Syndrom) erst kürzlich von zwei Arbeitsgruppen beschrieben. Es ist durch eine 
Epilepsie, Ataxie, Sensoneuronale Taubheit und Tubulopathie mit Hypokaliämie, 
metabolischer Alkalose und Hypomagnesämie charakterisiert. Durch eine Mutation des 
KCNJ10 Gens kommt zu einem Funktionsverlsut des Kaliumkanals Kir 4.1, der im 
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distalen Tubulus der Niere exprimiert wird (siehe Abbildung 1-6). (Bockenhauer et al., 
2009, Scholl et al., 2009). Vermutet wird, dass dieser dort basolateral exprimierte 
Kaliumkanal an der Kalium-Rezirkulation über die Na-K-ATPase beteiligt ist, und 
somit die Aktivität dieses Transporters beeinflusst. Mit Funktionsverlusten assoziierte 
Mutationen stören somit die von der Na-K-ATPase abhängigen Transportprozesse des 
distalen Konvoluts. Ähnliche Störungen werden für das Innenohr und Gliazellen, die 
ebenfalls Kir4.1 exprimieren, diskutiert.  
 
 
1.3.5 Gitelman Syndrom 
 
Mutationen im SLC12A3 Gen führen durch einen Funktionsverlust des NCCT im DCT 
zum Gitelman Syndrom. Jeck et al. konnte zeigen, dass der Phänotyp eines GS auch 
gelegentlich durch eine Mutation im Gen des CLC-Kb bedingt sein kann (Jeck et al., 
2000). Das Gitelman Syndrom ist die mildeste Form der BS. Ein Polyhydramnion oder 
eine neonatale Manifestation kann man normalerweise nicht beobachten, vielmehr sind 
die meisten Patienten bei Erstdiagnose über sechs Jahre alt und in vielen Fällen schon 
im frühen Erwachsenenalter (Monnens et al., 1998; Knoers et al, 2008). Die Patienten 
sind häufig asymptomatisch oder zeigen eine Vielfalt unspezifischer Symptome wie 
Salzhunger, Muskelkrämpfe, Muskelschwäche, abdominalem Schmerz, Erbrechen, 
Fieber, Wachstumsstörungen oder Herzrhythmusstörungen (Bettinelli et al., 1998; Cruz 
et al,  2001 (Kidney Int)). Fälle von Chondrokalzinose mit geschwollenen und 
schmerzhaften Gelenken wurden beschrieben (Calo et al., 2000; Gascon et al, 1999). 
Bettinelli fand bei 40% der Gitelman Patienten, die er untersuchte, eine QT-
Verlängerung im EKG (Bettinelli et al., 2002).  
Biochemisch ist das GS wie die anderen BS durch eine hypokaliämische metabolische 
Alkalose gekennzeichnet. Im Gegensatz zu der Hypercalciurie, die bei den anderen 
Bartter Syndromen beobachtet wird, besteht praktisch immer eine Hypocalciurie 
(Bettinelli et al., 1992). Die daraus resultierende Abnahme der Calciumausscheidung 
könnte die Chondrokalzinose erklärten. Klinische Beobachtungen zeigten, dass die 
Gitelman Patienten abhängig vom Geschlecht, Alter, Knochenmetabolismus und 
Magnesiumeinnahme sehr individuelle variable Calciumurinkonzentrationen trotz der 
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gleichen Mutation aufweisen können (Lin et al., 2004).  Außerdem beobachtet man 
typischerweise eine Hypomagnesämie, wodurch die Muskelbeschwerden und Tetanien 
begründet werden können (Ring et al., 2002). Die Elektrolytstörungen in Kombination 
begünstigen das Auftreten von Herzrhythmusstörungen.  
Bis heute sind die Mechanismen, die zu Hypomagnesämie und Hypokalziurie führen, 
noch immer nicht vollständig aufgeklärt. Denkbar wäre eine im Rahmen einer gestörten 
DCT1-Funktion auftretende kompenstorische Überfunktion des DCT2-Segmentes. 
Während erstere den Salz- und Magnesium-Verlust erklärt, würde leztere über eine 
gesteigerte Calcium-Resorption eine Erklärung für die Hypokalziurie liefern (s. 
Abbildung 1-5 und 1-6).  
 
 
1.3.5.1 Der Natrium-Chlorid-Cotransporter (NCCT) und das SLC12A3-Gen 
 
Das Gitelman Syndrom wird autosomal rezessiv vererbt. Es resultiert aus einer 
Mutation im SLC12A3-Gen, welches auf Chromosom 16q13 zu finden ist (Simon et al., 
1996 (Nat Genet 12); Lemmink et al., 1996; Mastroianni et al., 1996). Das SLC12A3-
Gen gehört zu einer Gen-Familie, die für Salztransportproteine vom Typ 12 kodieren 
(SLC12). Bei Säugetieren sind drei verschiedene Gene bekannt (SLC12A1, SLC12A2, 
SLC12A3), die für NaCl-Transporter kodieren, welche alle wie der NCCT aus 12 
transmembranären Domänen und einem intrazellulären Amino(NH2)-und 
Carboxy(COOH)-terminus bestehen (Abbildung 1-7) (Delpire et al., 1996; Lemmink et 
al., 1998, Kunchaparty et al., 1999). Der NCCT wird, wie oben erwähnt, im distalen 
Tubulus der Niere an der apikalen Membran exprimiert und besteht aus 1021 
Aminosäuren mit einem Molekulargewicht von 112kD. Das Gitelman-Syndrom 
resultiert folglich aus einem Funktionsverlust des NCCT NaCl-Cotransporters. Eine 
dem Gitelman-Syndrom nahezu inverse Erkrankung stellt das Gordon-Syndrom dar. 
Diese Erkrankung manifestiert sich mit Bluthochdruck bei Volumenexpansion, 
hyperchlorämischer metabolischer Azidose, Hyperkaliämie und Hyperkalziurie (Gordon 
et al., 1970; Paver et al., 1964). Die ausgesprochene Sensitivität des Bluthochdruckes 
bei Gordon-Syndrom Patienten auf Thiazid-Diuretika legt eine Überfunktion des NCCT 
NaCl-Cotransporters als molekulare Grundlage dieser Erkrankung nahe. Die 
Kapitel 1               Einleitung 
 - 19 - 
Entschlüsselung der genetischen Ursache zeigte die Beteiligung von verschiedenen 
WNK Protein-Kinasen (WNK1 und WNK4), deren Aktivität in der Tat die 
Transportaktivität des NCCT-Proteins zu beeinflussen scheint (Kahle et al., 2008; 
Flatman, 2008). Während die WNK4 den Transporter direkt inhibiert, unterdrückt die 
WNK1 die Inhibition der WNK4 des Transporters und wirkt dadurch indirekt 
aktivierend auf den NCCT (Yang et al., 2003; Wilson et al., 2003, Yang et al., 2005). 
 
 
1.3.5.2 Mutationen und Polymorphismen des NCCT 
 
Bis zu dem heutigen Zeitpunkt sind über 140 verschiedene Mutationen im SLC12A3-
Gen bekannt, die sich auf der gesamten Länge des Gens erstrecken (Knoers et al., 2008; 
Reissinger et al., 2002). Da die Erkrankung autosomal rezessiv vererbt wird, handelt es 
sich entweder um homozygote oder kombiniert heterozygote Mutationen. Es gibt 
nonsense, frameshift, splice site und missense Mutationen, die alle im Zusammenhang 
mit dem Gitelman Syndrom entdeckt worden sind (Simon et al., 1996 (Nat Genet 12); 
Mastroianni et al., 1996). Bisher konnte noch keine zuverlässige Genotyp-Phänotyp-
Korrelation nachgewiesen werden (Rivera-Munoz et al., 2007). 
Es sind auch Polymorphismen des Gens bekannt, welche Sequenzvariationen sind, die 
häufiger als 1% eines gesunden Kollektivs auftreten und zu keiner sichtbaren 
Krankheitsausbildung führen. Interessanterweise wurde beschrieben, dass heterozygot 
auftretende Funktions-Verlust Mutationen des SLC12A3-Gens den klinisch 




1.3.5.3 Funktionelle Untersuchungen von Mutationen des NCCT 
 
Um die Auswirkung der in Zusammenhang mit dem Gitelman-Syndrom beobachteten 
Mutationen des NCCT-Proteins auf dessen Aktivität zu untersuchen, bedienten sich 
bereits verschiedene Arbeitsgruppen der funktionellen Expression des NCCT-Proteins 
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in Eizellen des Krallenfrosches Xenopus laevis (Tabelle 1-3) (Kunchaparty et al., 1999; 
De Jong et al., 2002; Sabath et al., 2004). Das Expressionssystem hat gezeigt, dass es 
ein hervorragendes Instrument für reproduzierbare Versuche mit dem NCCT ist (Gamba 
et al., 1994; Monroy et al., 2002; Wilson et al., 2003). Zum ersten Mal analysierten 
Kunchaparty und seine Arbeitsgruppe die Funktion mehrerer missense Mutationen des 
NaCl-Transporters mittels Western Blot Analysen, Immunfluoreszenz und Na+-
Uptakes. Die Untersuchungen ergaben, dass die Proteine zwar synthetisiert, jedoch 
nicht glykosyliert worden sind und somit zu einer funktionellen Inaktivität führten. 
Außerdem konnte das mutierte Protein nicht in der Plasmamembran dargestellt werden 
(Kunchaparty et al., 1999). Der Funktionsverlust wurde somit durch die nicht 
stattgefundene Glykosylierung erklärt. Diese Ergebnisse wurden von Hoover et al. 
unterstützt (Hoover et al., 2003). Im Gegensatz dazu fand De Jong mutierte 
glykosylierte Proteine, bei denen eine Restaktivität nachgewiesen werden konnte. Diese 
Mutationen konnten außerdem in der Plasmamembran angefärbt werden (De Jong et al, 
2002). Eine weitere Studie stellte einen Zusammenhang zwischen der Restaktivität und 
dem Einbau in die Membran dar, mit dem Resultat, dass  die verminderte Insertion in 
die Plasmamembran Hauptgrund für die Funktionsabnahme des Transporters war 
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Tabelle 1-3: Zusammenfassung bisher untersuchter Mutationen des NCCT beim GS 
Zusammengetragene Daten aus drei verschiedenen Studien zur funktionellen Analyse von Mutationen des 
NCCT. Es beinhaltet die Ergebnisse der Funktion, der Glykosylierung und der Lokalisation 
(Plasmamembran (PM); Cytoplasma (CP)) des NCCT. 
 
Mutation Funktion Glykosylierung Lokalisation des NCCT 
WT Ja (100%) Ja PM 
R206W Nein Nein Nicht untersucht 
L215P Restaktivität Ja PM+CP 
P346L Nein Nein Nicht untersucht 
C418R Nein Nein Nicht untersucht 
G439S Nein Nein CP 
F536L Restaktivität Ja PM+CP 
A585V Restaktivität (6,2%) Ja PM (reduziert) 
G610S Restaktivität (12,7%) Ja PM (reduziert) 
G627V Restaktivität (66,5%) Ja PM (reduziert) 
T649R Nein Nein CP 
L735R Nein Nein Nicht untersucht 
G738R Nein Nein Nicht untersucht 
G741R Nein Nein CP 
R935Q Restaktivität (36,5%) Ja PM (reduziert) 
R955Q Restaktivität Ja PM+CP 
G980R Restaktivität Ja PM+CP 
C985Y Restaktivität Ja PM+CP 
R989X Nein Nein CP 
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1.4  Zielsetzung der Arbeit 
 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte in vitro untersucht werden, in wie fern neue Mutationen 
(R83W, R135C, T180R, D486N, S614P, G731R, R887Q, V1015M) des NCCT, die bei 
Gitelman Patienten gefunden worden sind, Eigenschaften des NCCT-Proteins sowohl in 
Hinblick auf dessen Transportaktivität als auch dessen Einbau in die Zellmembran 
beeinflussen. Das Interesse galt vor allem dem Nachweis möglicher Restaktivitäten. Die 
Mutationen verteilen sich auf die gesamte  Länge des Proteins (Abbildung 1-7). 
Außerdem sollten zusätzlich Polymorphismen (G264A, R904Q, R919C) auf ihre 
Auswirkungen auf die NCCT-Funktion getestet werden. Die Frage war, ob sie wirklich 
Wildtyp-ähnliche Funktion zeigen oder doch zu einer Aktivitätsänderung führen 
(Abbildung 1-7). Für die Versuche wurde ein Flag-Epitop benutzt, welches am 
Aminoende eingefügt wurde, um Antikörperreaktionen für Wester Blot Versuche und 
Immunfluoreszenzdarstellungen möglich zu machen (Abbildung 1-7). Vorherige 
Studien haben gezeigt, dass das Epitop nicht in die Funktion des Transporters eingreift 
(De Jong et al., 2002). 
Mittels des Expressionssystems des Südafrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis 
sollten der Wildtyp-NCCT, die Mutationen und die Polymorphismen exprimiert werden 
und mit Hilfe von radioaktiven Cl--Uptake-Messungen die Chloridaufnahme der 
Transporter dargestellt werden. Die Werte des Wildtyps sollten anschließend mit den 
Werten der Mutanten und der Polymorphismen verglichen werden. 
Das Interesse  konzentrierte sich schließlich auf  Versuche zur Klärung der 
Mechanismen des Funktionsverlustes der mutierten Transporter. Einer der möglichen 
Gründe für den Aktivitätsverlust ist die Beeinträchtigung der Proteinsynthese oder der 
Proteinstabilität, was durch Western Blot Untersuchungen dargestellt werden sollte. 
Eine weitere Möglichkeit des Funktionsverlustes stellt eine gestörte 
Oberflächenexpression des Transporters dar. Hierfür sollten 
Immunfluoreszenzfärbungen an Oozytenschnitten weitere Hinweise geben. Schließlich 
wurde noch eine Störung der funktionellen Regulation in Betracht gezogen. Um diese 
zu testen, sollten weitere Cl--Uptakes angefertigt werden, bei welchen neben dem WT-
NCCT zusätzlich WNK1 Protein Kinase koinjiziert wurde.  
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Zuletzt sollte geprüft werden, ob mit den erhobenen Daten eine Korrelation zwischen 








Abbildung 1-7:  Modell des NCCT mit den zu untersuchenden Mutationen (rot) und 
  Polymorphismen (blau) 
In dem Modell zeigt sich der NCCT mit 12 transmembranären Domänen und einem 
intrazellulären Amino(NH2)-und Carboxy(COOH)-terminus. Die roten Pfeile markieren die 
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Autoklav:   „3870 ELV“ 
    (SYSTEC, www.systec.lab.de) 
Bakterien-Schüttler:  Schüttelinkubator 3032  
(GFL, www.gfl.de) 
Brutschrank:   Wärme-&Trockenschrank „UT 12 – Function line“  
(Heraeus Instruments, www.heraeus-imstruments.com) 
Elektrophorese-System: „Multiphor II“ 
    (AmershamBiosciences, www.amershambiosciences.com) 
Elektroporator:  Elektroporator „Cell-Porator“  
(Invitrogen, www.invitrogen.com) 
Gelkammern:   Gelelektrophorese-Kammer „GNA 100“  
(AmershamBiosciences, www.amershambiosciences.com) 
Heizblock:   Blockthermostat „neoBlock-Heizer Mono I“  
(NeoLab, www.neolab.de)  
Heizplatte:   Heizplatte mit Magnetrührer „RCT Basic“ 
    (IKA Werke, www.ika.de) 
Immunfluoreszenzmikroskop:Leica DMRB 
    (Leica, www.leica-microsystems.com) 
Kamera:   RT color 
    (Visitron Systems, www.visitron.de)  
Kaltlichtleuchte:  „KL750“ 
    (Schott, www.schott.com) 
Kontaminationsmonitor: “LB 122”  
(Berthold Technologies, www.bertholdtech.com) 
Kryotom:   CM 1900 
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    (Leica, www.leica-microsystems.com)  
Kühlschrank und Schüttler: “Innova 4230”  
(New Brunswick Scientific Co., Inc., www.nbsc.com) 
Küvetten:   Küvetten 0, 2 cm 
    (Bio-Rad Laboratories, www.bio-rad.com) 
Küvettenständer:  „Safety Stand 630 RB-1“  
(BTX, www.btxonline.com) 
Low Voltage Power Supply: „Standard Power Pack 25“  
(Biometra, www.biometra.de) 
Mikroskop:   Stereomikroskop „MBS-10“  
(Lomo Optics Inc., www.lomooptics.com) 
Mikrospritze:   Hamilton 
(Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz) 
Mini-Vakuumpumpe:  “Laboport”  
(NeoLab, www.neolab.de) 
Nanoliter-Injektor:  “Nanoliter 2000”  
(World Precision Instruments, www.wpiinc.com) 
PCR-Maschine:  Thermocycler „GeneAmp PCR System 2400“  
(Applied Biosystems, www.appliedbiosystems.com) 
Thermocycler „GeneAmp PCR System 9600” 
(Applied Biosystems, www.appliedbiosystems.com) 
pH-Meter:   „MP 220“  
(METTLER TOLEDO, www.mt.com) 
Photometer: Photometer „GeneQuantTM II – RNA/DNA Calculator 
(Amersham Biosciences, www.amershambioscience.com) 
Pipetten:   „Pipetman – P2, P10, P20, P200, P1000“  
(GILSON, www.gilson.com) 
Pipettierhilfe:   „pipetus Akku“ 
(HIRSCHMANN, www.hirschmann-laborgeraete.de) 
Pull-Gerät:   Puller „PUL-1“  
(World Precision Instruments, www.wpiinc.com) 
Reinwassersystem:  “Ultra-Clear” 
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    (SG Wasseraufbereitungs-/Regenerierstation GmbH, 
    www.sgwater.de) 
Schüttelinkubator:  Schüttelinkubator 3032 
    (GFL, www.gfl.de) 
Sequenzierer:   Sequenzierer “ABI Prism 310 Genetic Analyzer” 
    (Applied Biosystems, www.appliedbiosystems.com) 
Sterilwerkbank:  Sicherheitswerkbank “HERAsafe HS” 
    (Heraeus Instruments, www.heraeus-instruments.com) 
Szintilationszähler:  “LS1701”  
(Beckmann, München) 
UV-Transluminator:  “TFX-20M”  
(Labortechnik Fröbel GmbH, www.ctlindau.de) 
Vakuum-Trockner:  Vakuumtrockner “DNA-plus”  
(Thristle Science, www.thistlescientific.co.uk) 
Vortex:   Reagenzglasmixer „Vortex“  
(NeoLab, www.neolab.de) 
Waage:   Präzisionswaage mit Unterflur-Wägeeinrichtung  
(NeoLab, www.neolab.de) 
Wärme- und Trockenschrank:“UT12-Function line” 
    (Heraeus Instruments, www.heraeus-instruments.de) 
Wasserbad:   B Lauda 
    (Otto E. Kobe KG, Marburg) 
Wippe:   „WT16“  
(Biometra, www.biometra.de) 
Western blotting System: Bio Rad System „RPN 2132“  
(Amersham Biosciences, www.amershambioscience.com) 
X - Ray - Cassette:  Rego  
    (Rego, www.radiologie-zubehoer.de) 
Zentrifugen:   Mikroliterzentrifuge „Biofuge fresco“  
(Heraeus Instruments, www.heraeus-instruments.de) 
                       Universalzentrifuge „Varifuge 3,0 RS“   
(Heraeus Instruments, www.heraeus-instruments.de) 
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien 
 
Aufbewahrungsschale: „cellstar“ 6-well-plates / 24-well-plates   
(Greiner bio-one, www.greinerbioone.com)    
Falcontubes:   „cellstar“ 15ml / 50 ml  
(Greiner bio-one, www.greinerbioone.com) 
Film:    Hyperfilm ECL 
    (Amersham Bioscience, www.amershambioscience.com) 
Filter:    Blotting - Papier 
(Scheicher & Schuell GmbH, Dassel)  
Glaskapillare:   3,5nl  
(World Precisions Instruments, www.wpiinc.com) 
Latex-Einmalhandschuhe: „safeskin“ 
    (Kimberly-Clark Professional, www.kcprofessional.com) 
Nahtmaterial:   „Prolene 5-0“  
(Ethicon, www.ethicon.de) 
Nitrozellulosemembran: Hyborid-C Extra 
(Amersham Biosciences, www.amershambioscience.com) 
Objektträger:   Marienfeld 
    (Marienfeld, www.marienfeld-superior.com) 
PCR-Cups:   PCR-Softtubes 0,2ml  
(Bioenzym Diagnostik GmbH, www.biozym.com) 
Petrischalen:   „cellstar“ Gewebekulturschale  
(Greiner bio-one, www.greinerbioone.com)  
Pipetten:   „4878  –  3,5nl, 1,0mm“ 
    (World Precision Instruments, www.wpiinc.com) 
Pipettenspitzen:  „Tip-one 10 µl / 200µl / 1000µl“  
(Starlab-Products, www.starlab.de) 
Polaroidfilme: Hyperfilm 
 (AmershamBiosciences, www.amershambioscience.com) 
Reaktionsgfäße:  “Safe-Lock-Tubes” 1,5ml / 2ml 
    (Eppendorf, www.eppendorf.com) 
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Röhren-Tubes:  5ml  
(Sarstedt, www.sarstedt.com) 
Sequenziertube:  „Genetic Analyzer“ 0,5ml mit Septum 
    (Applied Biosystems, www.appliedbiosystems.com) 
Sterile Stabpipetten:  2ml / 5ml / 10ml / 20ml „cellstar“  
(Greiner bio-one, www.greinerbioone.com) 
Szintilationsröhrchen: Miniature 6ml Polyethylene vials  
(Perkin Elmer, www.perkinelmer.com) 
Wägeschälchen:  Wägeschälchen 
    (Otto E. Kobe KG, Marburg) 
 
 
2.1.3 Chemikalien / Reagenzien / Substanzen  
 
Acrylamid   (Sigma, www.sigma.com) 
Agar-Agar   (Gibco BRL, www.invitrogen.com. 
Agarose “Seakem LE” (Cambrex, www.cambrex.com) 
3-Aminobenzoesäureethylestermethansulfanat – Narkotikum  
(Sigma, www.sigma-aldrich.com) 
Ammoniumpersulfat  (Sigma, www.sigma.com) 
Ampicillin    (Sigma, www.sigma.com) 
Aqua ad iniectabilia   (Baxter, www.baxter.com) 
BME (beta-Mecaptoethanol) (Sigma, www.sigma.com) 
Bovines Serum-Albumin  (New England BioLabs, www.neb.com) 
Calciumacetat   (Sigma, www.sigma-aldrich.com) 
CaCl2     (J.T. Baker, www.baxter.com) 
36Chlorid    (Amersham Biosciences, www.amershambioscience.com) 
Collagenase    (Sigma, www.sigma.com)  
Complete   (Roche, www.roche-applied-science.com) 
DMSO    (Sigma, www.sigma.com) 
dNTP     (Stratagene, www.stratagene.com) 
Ethanol (70%/80%/100%)  (Roth, www.carl-roth.com) 
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Ethidiumbromid   (Sigma, www.sigma.com) 
Gentamycin    (Sigma, www.sigma.com) 
Glucose    (Sigma, www.sigma.com) 
Glycerol    (Riedel-de Häen, www.riedeldehaen.com) 
Glycerolgelatine  (Sigma, www.sigma.com) 
Glycin    (Sigma, www.sigma.com) 
HEPES    (Roth, www.carl-roth.com)  
Isopropanol    (Riedel-de Häen, www.riedeldehaen.com) 
Kaliumchlorid  (Roth, www.carl-roth.com) 
Kaliumhydroxid   (J.T. Baker, www.mallbaker.com) 
Loading-Buffer   (Invitrogen, www.invitrogene.com) 
Magermilch   Heirler Cenovis GmbH, Radolfzell 
Magnesiumacetat   (Riedel-de Haën, www.riedeldehaen.com) 
Magnesiumchlorid  (Sigma, www.sigma.com) 
Magnesiumsulfat  (Sigma, www.sigma.com) 
Methanol   (Riedel-de Haën, www.riedeldehaen.com) 
Mineralöl    (Sigma, www.sigma.com) 
Natriumacetat   (Roth, www.carl-roth.com) 
Natriumaspartat  (Sigma, www.sigma.com) 
Natriumchlorid   (Riedel-de Häen, www.riedeldehaen.com) 
Natriumpyruvat   (Sigma, www.sigma.com) 
Normal Goat Serum  (DakoCytomation, Glostrup, Denmark) 
Paraformaldehyd   (Sigma, www.sigma.com) 
Pfu-Puffer    (Stratagene, www.stratagene.com) 
Rainbow Marker  (Amersham Biosciences, www.amershambioscience.com) 
SDS    (Sigma, www.sigma.com) 
Szintilationsflüssigkeit (Roth, www.carl-roth.com) 
TEMED   (Amersham Biosciences, www.amershambioscience.com) 
Template-Suppression-Reagent (Applied Biosystems, www.appliedbiosystems.com) 
Theophyllin    (Sigma, www.sigma.com) 
TissueTek   Sakura, www.sakuraeu.com)  
Tris Base   (Roth, www.carl-roth.com) 
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Tris HCl   (Roth, www.carl-roth.com) 
TRIS-Puffer    (Roth, www.carl-roth.com) 
1% Triton x - 100  (Sigma, www.sigma.com) 
Tryptone (Peptone)  (Sigma, www.sigma.com) 
Tween    (Roth, www.carl-roth.com) 
Yeast Extract “Bacto” (Becton, Dickinson&Co., www.bd.com) 
 
 
2.1.4 Hergestellte Puffer & Lösungen 
 
2.1.4.1 Für Oozytenpräparation 
 
10x OR2: 
NaCl 825mM 58,44(MG) 96,43g/2l 
KCl 20mM  74,56(MG) 2,98g/2l 
MgCl2 10mM  203,30(MG) 4,07g/2l 
HEPES 50mM  238,00(MG) 23,80g/2l 
Auf pH 7,5 einstellen. 
 
10x ND96: 
NaCl 960mM 58,44(MG) 112,20g/2l 
KCl 20mM  74,56(MG) 2,98g/2l 
CaCl2 18mM  147,02(MG) 5,29g/2l 
MgCl2 10mM  203,30(MG) 4,07g/2l 
HEPES 50mM  238,00(MG) 23,80g/2l 
Auf pH 7,5 einstellen. 
 
1x ND96 – Aufbewahrungslösung: 
1x ND96     (1:10 aus 10x ND96) 
2,5mM Na-Pyruvat   (1:1000 aus 2,5M-Stock)  
90mg/l Theophyllin  
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1ml 20µg/ml Gentamycin  (1:1000 aus 20mg/ml-Stock) 
 
1x ND96 – Chlorid-frei: 
Natriumaspartat 173,11(MG)   96mM 16,62g/1l 
Kaliumhydroxid 56,11(MG)   2mM 112,22mg/1l 
Calciumacetat 158,2(MG)+8,64%H2O 1,8mM 309,37mg/1l 
Magnesiumacetat 214,45(MG)   1mM 214,45mg/1l 
HEPES  238,00(MG)   5mM 1,19g/1l 
 
Collagenaselösung: 
Collagenase     40mg 
1xOR2 (1:10 aus 10xOR2)    20ml 
 
 
2.1.4.2 Für Mutagenesen 
 
Pfu-10xPuffer:       
KCl      100mM 
(NH42SO4)      100mM 
Tris-HCl  pH 8.8    200mM  
MgSO4     20mM 
1% Triton X-100  
nukleasefreies bovines Serumalbumin  1mg/ml    
 
SOC-Medium: 
Tryptone (Peptone)    20g 
Yeast Extrakt     5g 
Natriumchlorid    0,5g 
Magnesiumchlorid (1M)   10ml 
Magnesiumsulfat (1M)   10ml 
Glucose 20%     20ml 
Aqua          ad 1l 
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Luria Bertani (LB)-Medium: 
Tryptone     10g 
Yeast Extrakt     5g 
Natriumchlorid    5g 
Aqua      ad 1l 
mit NaOH auf pH 7,0 einstellen 
 
LB-Platten mit Ampicillin: 
LB-Medium     500ml 
Agar-Agar     15g 
 
mit dem Rührfisch in Lösung bringen und autoklavieren, auf 50 °C abkühlen lassen, 




2.1.4.3 Für Western Blot 
 
Lysispuffer: 
150 mM NaCl 
20 mM TRIS pH 7,6 
1% Triton x 100% 
 
SDS Sample Puffer : 
20% SDS     5,75ml 
3M TRIS pH 6,8           1,04ml 
Glycerol     5,0ml 
Bromphenolblau    0,2g 
mit H2O auf 10ml auffüllen 
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Trenngel:  
Acrylamid     1,35ml 
1,5M TRIS pH 8.8    1,25ml 
H2O      2,35ml 
10% SDS     50µl 
10% APS     50µl 
TEMED     3,35µl     
 
Sammelgel: 
Acrylamid     0,33ml   
0,5M TRIS pH 6,8      0,48ml   
H2O     1,13ml    
10% SDS      20µl 
10% APS     20µl 
TEMED     1,35µl     
 
10 x Laufpuffer: 
Tris Base     60g 
Glycin      100g 
SDS      10g 
mit H2O auf 1l auffüllen 
 
10 x Transferpuffer: 
Tris Base     30,29g 
Glycin      150,14g 
mit H2O auf 1l auffüllen 
 
1 x Transferpuffer: 
10 x Transferpuffer    100ml 
Methanol abs.     200ml 
mit H2O auf 1l auffüllen 
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10 x TBS: 
25,1g Tris HCL 
10,9g Tris Base 
73,1g NaCl 
mit H2O auf 1l auffüllen und pH 7,5 einstellen 
 
1 x TTBS: 




mit TTBS auf 100ml auffüllen 
 
 
2.1.4.4 Für Immunfluoreszenz 
 
10 x PBS: 
NaCl        80g 
KCl        2g 
Na2HPO4     14,4g 
KH2PO4       2,4g  
mit H2O auf 1l auffüllen und pH 7,4 einstellen 
 
Blockierungslösung: 
Normal Goat Serum     10ml 
BSA       0,2g 
Triton x-100       0,3ml 
10 x PBS       10ml 
mit H2O auf 100ml auffüllen 
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2.1.5 Konstrukte 
 
WNK 1   (freundlicherweise von Frau Prof. Melanie Cobb, 
Universität Texas, zur Verfügung gestellt) 
NCCT    (aus Ratten-Nieren cDNA amplifiziert und in POGII zur 
Oozyten Expression ligiert) 
FLAG-NCCT   (FLAG-Epitop durch gerichtete Mutagenese in das 





anti-Flagrabbit M2  (Sigma, www.sigma.com) 
anti-Rabbit IgG POD  (Sigma, www.sigma.com) 
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2.1.9 Reagenzsysteme 
 
Cycle Sequenzing Kit “BigDye Terminator v1.1”  
(Applied Biosystems, www.appliedbiosystems.com) 
ECL plus Western Blotting Detection System 
    (Amersham Bioscience, www.amershambioscience.com) 
QIAprep Spin Miniprep Kit-250  
(Qiagen, www.qiagen.com) 
QIAGEN Plasmid Midi Kit-25  
(Qiagen, www.qiagen.com) 
QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit 
    (Stratagene, www.stratagene.com) 
mRNA Transkriptions-Kit “mMessage mMachine T7”  
(Ambion, www.ambion.com) 




2.1.10 Oligonukleotide  
 
Hergestellt von Firma MWG (www.mwg-biotech.com): 
 
hsNCCT_T7: 5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3' 
hsNCCT_f1: 5´-TTC TGC ATG CGC ACC TTT -3` 
hsNCCT_f2 : 5`-GGC GTG ATC CTC TAC CTG-3` 
hsNCCT_f3: 5`-ATG GAG TGG GAG TCC AAG-3` 
hsNCCT_f4: 5´-GTC CTG AAT GAC ACA GTG A-3` 
hsNCCT_f5: 5`-CCC ATC ATT TCC AAC TTC-3` 
hsNCCT_f6: 5`-GCC CTG GTG GAC TTT GTG-3` 
hsNCCT_f7: 5`-AAC GTG TCC AAG ATG ATG-3` 
hsNCCT_f8: 5`-CCA GAT TAA CAG GAT GGA C-3` 
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hsNCCT_f9: 5`-GCT GCT CTC ATC GTC ATC-3` 
 
NCCT-R83W_f: 
5´-GGT GAG CCC CGG AAG GTC TGG CCC ACA CTG GCT GAC C-3` 
NCCT-R83W_r: 
5´-GGT CAG CCA GTG TGG GCC AGA CCT TCC GGG GCT CAC C-3` 
 
NCCT-R135C_f: 
5´-AAC CCC GAG GAG CCA GTG TGC TTC GGC TGG GTC AAG G-3 
NCCT-R135C_r: 
5´-CCT TGA CCC AGC CGA AGC ACA CTG GCT CCT CGG GGT T-3` 
 
NCCT-T180R_f: 
5´-TCA TCC TGC TGT CGG TCA GGG TGA CCT CCA TCA CAG G-3` 
NCCT-T180R_r: 
5´-CCT GTG ATG GAG GTC ACC CTG ACC GAC AGC AGG ATG A-3` 
 
NCCT-G264A_f: 
5´-ACG ACA TCC GCA TCA TTG CCG TGG TCT CGG TCA CTG T-3` 
NCCT-G264A_r: 
5´-ACA GTG ACC GAG ACC ACG GCA ATG ATG CGG ATG TCG T-3 
 
NCCT-D486N_f: 
5´-TTC CAG TGC CTT TGC GAG AAC CAG CTG TAC CCA CTG A-3` 
NCCT-D486N_r: 
5´-TCA GTG GGT ACA GCT GGT TCT CGC AAA GGC ACT GGA A-3` 
 
NCCT-S614P_f: 
5´-CCA GAG GTA AAT TGG GGC CCC TCG GTA CAG GCT GGC T-3` 
NCCT-S614P_r: 
5´-AGC CAG CCT GTA CCG AGG GGC CCC AAT TTA CCT CTG G-3` 
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NCCT-G731R_f: 
5´-ATG CAG GCC GCA GGT CTC AGG AGA ATG AAA CCC AAC A-3 
NCCT-G731R_r: 
5´-TGT TGG GTT TCA TTC TCC TGA GAC CTG CGG CCT GCA T-3` 
 
NCCT-R887Q_f: 
5´-CTC TGC TGA GCA AGT TCC AAC TGG GAT TCC ATG AAG T-3` 
NCCT-R887Q_r: 
5´-ACT TCA TGG AAT CCC AGT TGG AAC TTG CTC AGC AGA G-3` 
 
NCCT-R904Q_f: 
5´-ACA TCA ACC AGA ACC CTC AGG CTG AGC ACA CCA AGA G-3 
NCCT-R904Q_r: 
5´-CTC TTG GTG TGC TCA GCC TGA GGG TTC TGG TTG ATG T-3` 
 
NCCT-R919C_f: 
5´-GAC ATG ATT GCA CCC TTC TGT CTG AAT GAT GGC TTC A-3` 
NCCT-R919C_r: 
5´-TGA AGC CAT CAT TCA GAC AGA AGG GTG CAA TCA TGT C-3` 
 
NCCT-V1015M_f: 
5-CGA GGA AAC CAG GAA AAC ATG CTC ACC TTT TAC TGCC-3 
NCCT-V1015M_r: 





Lasergene Sequenzanalyse  (DNASTAR Inc., www.dnastarcom) 
KaleidaGraph Statistik-Software (Synergy Software, www.synergy.com) 
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2.2.1 Sequenzieren des Flag NCCT x pT7Ts 
 
Um die Basenabfolge des FlagNCCT vollständig überprüfen zu können, wurde die 
Sequenzierung eingesetzt. Es wurden Oligonukleotide (siehe oben: hsNCCT_T7 - 
hsNCCT_f9) als Primer benutzt, die so konzipiert waren, dass die DNA lückenlos 
analysiert werden konnte. 
Für die Sequenzierung ist das Cycle Sequencing System von Applied Biosystem (ABI) 
verwendet worden. 
 
Es wurde jeweils folgender Ansatz hergestellt: 
1,0µg Plasmid-DNA 
ad 12,5µl H2O 
1,5µl Big Dye Terminator Mix 
1,0µl Oligoprimer 
 
Die Reaktion vollzog sich in 25 Zyklen mit dem Temperaturprofil: 
10s  94°C - 5s  50°C - 4 min.  60°C, mit folgender Abkühlung auf 4°C. 
 
Anschließend wurden die Proben in 1,5ml Mikrozentrifugencups gefällt. Zur Fällung 
wurden dem Ansatz 80µl H2O, 10µl 3M NaAc (pH 4,6) und 250µl 100% EtOH 
hinzugefügt und gemischt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt von 20min. mit 13000 
rpm bei Raumtemperatur. Der Überstand wurde abpipettiert, das Pellet mit 80% EtOH 
gewaschen und ein weiteres Mal für eine Dauer von 15min. unter gleichen Bedingungen 
zentrifugiert. Nach vollständigem Verwerfen des Überstands, wurde das Pellet im 
Heizblock bei 37°C für 10min. getrocknet, damit das Ethanol vollständig verdampfen 
konnte. Nachdem die Pellets in 20µl Template-Suppression-Reagent durch mehrfaches 
auf- und abpipettieren gelöst waren, wurden die Proben in ein Sequenziertube 
(luftblasenfrei) überführt und das Septum aufgesetzt. Anschließend wurden die Proben 
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3min. bei 95°C denaturiert und auf Eis abgekühlt. Bis zur Sequenzierung lagerten die 
Proben im Kühlschrank bei 4°C. Die eigentliche Sequenzierung erfolgte am Institut für 
Physiologie der Universität Marburg (ABI Prism 310 Genetic Analyzer). Pro 
Sequenzierprobe wurden ca. 350 Basenpaare dargestellt, die mit Hilfe der Lasergene 
Sequenzanalyse-Software von DNASTAR ausgewertet wurden. 
 
 




Mit dem QuickChange Site-Directed Mutagenesis System von Stratagene können 
gezielte Sequenzen in doppelsträngigen Plasmiden mutiert werden. 
Für die Reaktion benötigt man einen zirkulär geschlossenen Doppelstrang-DNA-Vektor 
und zwei Oligonukleotid-Primer (siehe Abbildung 2-1: Step 1 und Step 2). Die aus circa 
36 Basen bestehenden Oligonukleotid-Primer enthalten genau in der Mitte die 
gewünschte Mutation und sind ansonsten zu der Sequenz auf den jeweils 
entgegengesetzten Strängen des Vektors und darüber hinaus zueinander komplett 
komplementär. Die nicht bindenden mutierten Sequenzen, mismatch-Sequenzen, 
müssen sowohl in einem geeigneten Verhältnis zur Gesamtlänge des Primers stehen, als 
auch in der Mitte des Primers liegen, so dass die Polymerisation durch die ungepaarten 
Nukleotide nicht behindert wird. Somit wurde die Mutation von jeweils ca. 15 Basen 
eingerahmt. 
Bei der Konstruktion der die Mutation enthaltenen Primer wurde darauf  geachtet, dass 
die Schmelztemperatur ausreichend hoch lag. Der Schmelzpunkt wurde nach folgender 
Formel berechnet: Tm ═ 81.5 + 0.41 (%GC) – 675 / N - % mismatch (N entpricht der 
Primerlänge in bp). 
Es wurden folgende Oligonukleotide als Primer konzipiert (siehe oben: NCCT-R83W_f 
-  NCCT-V1015M_r). 
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In einem Ansatz für die Amplifikationsreaktion befanden sich: 
5,0 µl Pfu-10xPuffer       
2,0 µl dsDNA-template 
1,5 µl Vorwärtsprimer (f) (10µM) 
1,5µl Rückwärtsprimer (r) (10µM) 
1,0 µl dNTP-Mischung (10mM) 
1,0 µl Pfu-Turbo-DNA-Polymerase (2,5 U/µl) 
2,5 µl DMSO 
H2O ad 50,0 µl (= 35,5 µl) 
 
Während der PCR verlängert die Pfu-Turbo-DNA-Polymerase die Primer und generiert 
durch die Inkorporation der Mutation zwei mutierte lineare Stränge mit überhängenden 
Enden, die zueinander komplementär sind (siehe Abbildung 2-1: Step 2). Das Plasmid 
kann sich wieder kreisförmig aneinanderlagern. Die Pfu-Polymerase stammt aus dem 
thermophilen Archaebakterium Pyrococcus furoisus und besitzt nicht nur die 5` 
3`Aktivität, sondern auch eine 3`5`Exonnukleaseaktivität, durch die sie falsch 
eingebaute Nukleotide korrigieren und somit mit sehr hoher Präzision arbeiten kann. 
Nach einer initialen Denaturierung  bei 95°C für 30 Sekunden, folgten 18 Zyklen mit 
folgendem Temperaturprofil: 30s  95°C – 1min  55°C – 12min 30s 68°C. Anschließend 
wurde einer Dauerkühlung bei 4°C durchgeführt. 
Im Anschluss folgte der Dpn-Verdau. Jedem Amplifikat wurde 2,0 µl Dpn1 
hinzugefügt, gemischt und bei 37°C für 2 Std. inkubiert.  
Die nicht mutierte ursprüngliche DNA wurde somit gezielt abgebaut, da die Dpn-
Endonuklease die methylierte und halbmethylierte DNA spezifisch schneidet (siehe 
Abbildung 2-1: Step 3). 
Um die DNA zu reinigen und zu konzentrieren, war es notwendig, die DNA zu fällen. 
Der Nukleinsäure wurde durch Zugabe von Salz und Alkohol Wasser entzogen, damit 
sie denaturiert. Es bildete sich ein Präzipitat aus, das abzentrifugiert und im 
gewünschten Volumen wieder gelöst wurde. 
Folgender Ansatz wurde in 1,5 ml Mikrozentrifugen-Tubes hergestellt: 
Der Mutagenese-Ansatz wurde mit H2O auf 100 µl aufgefüllt 
10   µl Natriumacetat (3M) pH 5,0 
Kapitel 2        Material und Methoden 
        
 - 42 - 
250 µl 100% Ethanol bei -20°C gekühlt 
Der Ansatz wurde gemischt und bei -20°C für mindestens 30min gefällt. Nach dem 
ersten Zentrifugationsschritt (13000rpm, bei 4°C, 15min.) wurde der salzige Überstand 
abgenommen, zum Waschen jedem Pellet  400µl 70% Ethanol (-20°C) hinzugefügt und 
nochmals für 15min unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Der Überstand 
wurde vollständig entfernt und die Pellets nach zehnminütigem Trocknen im Heizblock 
bei 37°C zum Verdampfen des restlichen Ethanols in 10µl H2O resuspendiert. Bis zur 
Transformation wurde die DNA gekühlt auf Eis gelagert. 
 
Für die Transformation wurden E.coli Bakterien des Stammes XL1-Blue verwendet.  
Beim Auftauen der elektrokompetenten Bakterien wurde darauf geachtet, dass sie 
ständig auf Eis gehalten wurden, um ein Platzen der Bakterien bei Raumtemperatur zu 
vermeiden. Die DNA-Proben und die Küvette wurden ebenso auf Eis vorgekühlt. Zu 
jeweils 50µl XL-1-Blue Bakterien wurden je 2µl des Ligationsansatzes hinzugefügt, 
gemischt und in die vorgekühlte Küvette transferiert.  
Am Elektroporator wurden folgende Einstellungen gewählt: 
Pulse-Control & Power-Supply: Capacitance: 330µF, Low Omega, 
Charge Rate: Fast, Voltage-Booster: 4 kOmega 
Die Küvette wurde abgetrocknet und in den Elektroporator gestellt. Dann wurde ein 
kurzer Spannungsimpuls von 400V verabreicht. Bei korrektem Stromfluss sollte ein 
Wert von 2,4kV am Voltage Booster abzulesen sein. Nach der Transfektion in 
superkompetente Bakterien wurden die Einzelstränge in dem mutierten Plasmid 
repariert (siehe Abbilung 2-1: Step 4). 
Unmittelbar danach wurde auf die Bakterien 200µl vorgewärmtes SOC-Medium 
gegeben. Das Gemisch wurde mit einer sterilen Pipette in ein Mikrozentrifugen-Tube 
überführt und zur Erholung eine Stunde bei 37°C unter Schütteln (200 rpm) inkubiert. 
Nach der Erholungsphase wurden je 3µl, 30µl, 200µl der Bakterien auf mit Ampicillin 
versetzte LB-Agarplatten ausgestrichen, die dann über Nacht bei 37°C bebrütet wurden, 
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Einzelne Klone wurden von entsprechenden Agarplatten isoliert und in 6ml LB-
Medium mit geeigneter Antibiotikakonzentration (100µg/ml Ampicillin) über Nacht bei 
37°C unter Schütteln bei 300rpm inkubiert. Die eigentliche Minipräparation wurde mit 
Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kit durchgeführt. Es wurden je 5ml der LB-Medium 
overnight-Kulter in 50ml-Falcon-Tubes bei 4000rpm in einer Universalzentrifuge 
Abbildung 2-1: Überblick über die QuikChange site-directed Mutagenesis Methode. 
In mehreren Schritten wird in das ursprüngliche Plasmid eine Mutation eingefügt, indem 
zunächst ausgehend von die Mutation enthaltenen Primern jeweils der Komplementärstrang 
synthetisiert wird und anschließend der ursprüngliche Strang durch Verdau selektiv entfernt 
wird. Durch ihre Komplementarität bilden die beiden neu synthetisierten Stränge trotz 
Einzelstrangbruch ein zirkuläres Molekül, welches in Bakterien transformiert werden kann.  
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10min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, das Bakterien-Pellet in 250µl 
P1 Buffer sorgfältig resuspendiert und in ein 1,5ml-Mikrozentrifugentube transferiert. 
Dann wurden 250µl P2 Buffer zugegeben, gut durchmischt und für 5min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Durch die Alkalisierung wird die lineare chromosomale 
Bakterien-DNA irreversibel denaturiert. Die Neutralisation erfolgte durch Zugabe von 
350µl N3 Buffer und vorsichtiges Mischen. Der nächste Schritt war eine Zentrifugation 
für 10min bei 13000rpm, um den Zelldebris aus der Lösung zu entfernen. Ausgefallene 
Proteine, genomische DNA und Membrankomplexe bildeten das weiße Pellet. 
Der DNA-enthaltende Überstand wurde in die QIAprep Spin Column überführt, dieses  
dann eine Minute bei 13000rpm zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Durch 
Waschen mit 500µl PB Buffer wurden weitere Endonukleasen entfernt. Nach dem 
anschließenden einminütigem Zentrifugationsschritt bei 13000rpm wurde das 
Zentrifugat wiederum verworfen. Um die Salze zu entfernen, folgte der nächste 
Waschschritt mit 750µl PE Buffer und eine weitere Zenrifugation (1min, 13000 rpm). 
Zum Abschluss wurde noch ein letztes Mal eine Minute bei 13000rpm zentrifugiert, um 
im Anschluss die Spin Column auf ein neues Mikrozentrifugen-Tube umzusetzen. Zur 
Elution wurden 50µl H2O auf die Säulen pipettiert, 1min. stehen gelassen und für 1min 
bei 13000rpm zentrifugiert. 
 
Um die Nukleinsäuren zu quantifizieren, war die photometrische Bestimmung bei 260 
nm die einfachste Methode. Zur Kontrolle der Reinheit wurde der Quotient aus OD 260 
und OD 280 bestimmt, der oberhalb 1,5 liegen sollte. 
Für die Extinktion wurde die gewonnene DNA auf 1:50 verdünnt.  
 
Anschließend wurde die klonierte cDNA mittels der oben genannten Primern 
sequenziert, um den Erfolg der Mini-Präparation im Hinblick auf die Mutationen zu 
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Klone mit dem gewünschten mutierten Plasmid sollten nun amplifiziert werden, um 
größere Mengen des gewünschten Konstrukts zu erhalten. Dazu wurden 100 ml LB-
Medium (+ Ampicillin 100 ng/ml) mit einigen µl Mini-Kultur beimpft und über Nacht 
bei 37°C inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Bakteriensuspension, deren Dichte 
optimalerweise eine Milliarde pro ml aufwies, von jeweiligem Klon auf je 2 mal 50ml 
Falcon-Tubes verteilt. Durch Zentrifugation für 10min. bei Raumtemperatur und 
4000rpm wurden die Bakterien am Boden des Falcontubes gesammelt und der 
Überstand abgekippt. 
 
Die Isolierung und Aufreinigung der DNA erfolgte mittels QIAGEN Plasmid Midi 
System. Dieses Prinzip beruht wie auch die Mini-Präparation auf alkalischer Lyse. 
Mittels spezieller Filter werden Salze, Proteine und Detergenzien abgetrennt. Die 
endgültige Aufreinigung erfolgt durch eine Anionenaustauschersäule, deren positive 
Gruppen durch Diethylaminethanol gebildet werden. Somit können RNA, Proteine und 
kleine Metabolite entfernt werden, wodurch eine hohe Reinheit entsteht. 
 
Das Pellet wurde in 4ml Buffer P1 im ersten Falcontube und nach Überführen der 
Suspension auch im zweiten Falcontube resuspendiert. Daraufhin wurde dem Pellet 4ml 
des SDS enthaltenen Buffers P2 hinzugefügt, vorsichtig gemischt, was zur Zelllyse und 
Denaturierung der DNA und der Proteine führt. Nach 5min wurde mit 4ml  gekühltem 
Buffer P3 neutralisiert, gemischt und sofort mittels 10ml Pippette in ein 
Zentrifugenröhrchen transferiert. Durch die hohe Salzkonzentration fällt das SDS aus 
und der Zellschrott wird in Salz-Detergenz-Komplexen gebunden. Nach einer 
Inkubationszeit von 15min auf Eis und einem Zentrifugationsschritt für 30min bei 4°C 
und 13000rpm wurde der DNA enthaltene Überstand der Probe, nachdem die QIAGEN-
tip-Säule mit 4ml Buffer QBT (Äquilibrationspuffer) äquilibriert wurde, auf die Säule 
gegeben. Beim Durchsickern des Lysats bindet das Plasmid an die Säule. Die an die 
Säule gebundene DNA wurde anschließend zweimal mit 10ml Buffer QC gewaschen. 
Bevor die Elution der DNA mit 5ml stark salzhaltigem Buffer QF erfolgte, wurde das 
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Tip auf ein neues 50ml Falcontube transferiert, in dem das plasmidenthaltene Eluat 
aufgefangen wurde. Durch Hinzufügen von 3,5ml Isopropanol zum Eluat wurde die 
DNA präzipiert. Das Eluat wurde dann auf 1,5ml-Cups verteilt. Es folgte ein 
Zentrifugationsschritt für 30min bei 4°C und 30000rpm, anschließend wurde der 
Überstand vorsichtig abgekippt. Das DNA-Pellet wurde mit jeweils 350µl 70% EtOH (-
20°C) gewaschen, 10min bei 4°C und 1300rpm zentrifugiert und der Überstand 
vorsichtig abgekippt. Nachdem das Pellet in der Speed Vac für 5min bei 50°C und 
1800rpm getrocknet wurde, wurde es in 10µl H2O wieder gelöst. Die Proben wurden 
pro DNA in einem 1,5ml Cup gesammelt. Anschließend wurde die Konzentration der 
gewonnenen DNA in einer Verdünnung von 1:100 auf 100µl photometrisch bei 260nm 






Um zur Plasmidsynthese jederzeit wieder auf den erfolgreich transformierten 
Bakterienklon zurückgreifen zu können, wurden Glycerolstocks angelegt. Dafür wurden 
aus der über Nacht in 100 ml LB-Medium gewachsenen Bakterien Suspension, die für 




2.2.3 RNA Synthese 
 
2.2.3.1 Linearisierung der DNA 
 
Bevor die cRNA-Synthese stattfinden konnte, musste die DNA 3’ des vom Vektor 
kodierten poly-A-Schwanzes linearisiert werden. Der Linearisierungsansatz setzte sich 
wie folgt zusammen: 7µl H2O, 1µl cDNA (entsprechend 1 µg), 2µl 10xPuffer4 und 
1,5µl EcoR1 (10U/µl) und 2 Stunden lang bei 37°C inkubiert. Der Erfolg der 
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Linearisierung wurde durch Elektrophorese mit einem 0,8%igem Agarose-Gel 
überprüft. Die Aufreinigung der linearisierten DNA erfolgte anschließend jeweils mit 
dem „High Pure PCR Product Purification Kit“ von Roche.  
Zur Probe wurden 500µl Binding Buffer gegeben und gemixt. Darauf wurde der Mix 
auf den High Pure Filter gegeben und 60s bei „maximal speed“ zentrifugiert. Der 
Durchfluss wurde verworfen. Nach dem ersten Waschgang mit 500µl Wash Buffer 
wurde die Probe wieder 1min bei 13000rpm zentrifugiert, der Durchfluss wurde wieder 
verworfen. Es folgte ein weiterer Waschgang mit 200µl Buffer und eine weitere 
Zentrifugation für 1min bei 13000rpm mit anschließendem Verwerfen des 
Durchflusses. Die Probe wurde mit 50µl H2O aufgefüllt und bei 13000rpm 1 min 
zentrifugiert. Anschließend wurde die Extinktion der linearisierten DNA mit der 





Um die Reinheit der linearisierten DNA zu überprüfen, wurde eine Gelelektrophorese 
durchgeführt. Die Gel-Elektrophorese ist eine Standardmethode zur Auftrennung, 
Identifikation und/oder Reinigung von DNA-Fragmenten. Die Lage der DNA im Gel 
kann direkt durch das Anfärben von Ethidiumbromid im UV-Licht bestimmt werden. 
Für das Gel benutzt man Agarose. Bei Agarose handelt es sich um ein lineares 
Polysaccharid, das aus Rotalgen gewonnen wird. Es wurde in Gegenwart des 
gewünschten Puffers geschmolzen bis eine klare Lösung entstand, die dann mit einem 
Plastikschiffchen für die Gelkammern in Form gegossen wurde. Beim Erkalten erstarrt 
es zu einer Matrix, deren Porengröße durch die Agarosekonzentration bestimmt wird.  
Die Auftrennung erfolgte horizontal in einem elektrischen Feld konstanter Stärke und 
Richtung. Da die DNA bei neutralem pH negativ geladen ist, wandert sie zur Kathode. 
Die Wanderungsgeschwindigkeit linearer DNA-Fragmente ist umgekehrt proportional 
zu ihrer Länge. 
Die Ionen des Laufpuffers ermöglichen den Stromfluss. Das Gel wird vom Puffer knapp 
bedeckt. Da beides einen ähnlichen elektrischen Widerstand aufweist, fließt ein großer 
Teil des Stroms durch das Gel. 
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Der 6x Ladepuffer enthält 30% Glycerol, so dass die Proben in den Geltaschen absinken 
sowie blaue Farbstoffe, die die Wanderung im Gel visualisieren. 
Ethidiumbromid ist ein krebserregender Stoff, der UV-Licht absorbiert und die Energie 
als orangenes Licht von 550nm wieder abstrahlt. Jeder Probe wurden 2µl 
Ethidiumbromid hinzugefügt. Die DNA-gebundenen Farbstoffe fluoreszieren stärker als 
die im Gel befindlichen, womit sich die DNA-Banden deutlich abheben. Mit 





Die cRNA-Synthese wurde mit Hilfe der mMessage mMachine High Yield Capped 
RNA Transcription Kit durchgeführt. Bei dem Umgang mit RNA ist darauf zu achten 
immer besonders sauber zu arbeiten, da ein Kontakt mit RNAsen unbedingt vermieden 
werden muss. Es wurde folgender Reaktionsansatz hergestellt: 
5 µl 2xNTP/cap 
3 µl cDNA 
1 µl 10xT7 Reaktionspuffer 
1 µl T7 Enzym-Mix 
 
 Dieser Ansatz wurde für 2 Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert.  Die 
Präzipitation der RNA wurde durch Hinzufügen von 15µl H2O (Nuklease frei) und 
12,5µl Lithiumchlorid-Präzipitationslösung durchgeführt. Anschließend wurde zur 
Fällung der RNA das Gemisch für mindestens 30 min bei -20°C stehen gelassen, um es 
danach für 15min bei 4°C und 13000rpm zu zentrifugieren. Der Überstand wurde 
abgenommen, das Pellet mit 500µl 70%EtOH (-20°C) gewaschen und nochmals unter 
gleichen Bedingungen zentrifugiert. Nach Abnehmen des Überstandes wurde die Probe 
zum Trocknen des Pellets in die Speed Vac. für circa 4-5min bei Raumtemperatur und 
1800rpm gestellt. Abschließend wurde das Pellet in 15µl Nuklease-freiem Wasser 
aufgenommen. Zur Bestimmung der Konzentration der gewonnenen RNA wurde die 
Probe auf 1:100 verdünnt und photometrisch bei 260 nm gemessen. 
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Die Reinheit der RNA wurde mit Hilfe einer Gelelektrophorese (siehe oben) ermittelt. 
Hierfür wurde ein 0,8% Agarosegel hergestellt, was mit 200ng cRNA in 2µl H2O und 
2µl 2xRNA-Loading-Buffer, plus zusätzlich 4µl der DNA-Ladder zur Markierung, 
beladen wurde. Die Elektrophorese wurde bei 100V für 20 min durchgeführt.  
Anschließend wurden die reinen Proben in 3µl Portionen mit einer Konzentration von 





Für die Oozytenpräparation wurden die Oozyten des Frosches Xenopus laevis 
(südafrikanischer Krallenfrosch) benutzt. Zu Beginn wurde das Froschweibchen mit 
einer 0,1%-igen Aminobenzoesäureethylestermethansulfanatlösung für 30min 
narkotisiert. Danach wurde der Frosch auf Eis gelegt und das Abdomen mit Äthanol 
desinfiziert, um sterile Bedingungen zu schaffen. Bei der Operation wurde die Haut 
oberhalb der Inguinalfalte gegriffen, um eine 5-8mm dicke Inzision zu setzen (siehe 
Abbildung 2-2). Das darunter liegende Peritoneum wurde auch gegriffen und 
aufgeschnitten. Die Oozyten wurden in ihren bindegewebigen Ovarialsäckchen 
entnommen und sofort in eine mit ND96 beinhaltende Petrischale überführt (siehe 
Abbildung 2-3). Die Wunde wurde mit resorbierbarem Nahtmaterial wieder 
verschlossen, wobei Peritoneum und Hautschicht getrennt zugenäht wurden. 
Anschließend wurden die Oozyten vorsichtig mechanisch durch zwei Pinzetten unter 
dem Mikrosokop voneinander gelöst. Es folgten mehrere Waschgänge mit OR2, bis der 
Überstand klar war, dann wurden die Oozyten in ein Wägeschälchen überführt. 
Nachdem 10ml Kollagenaselösung hinzugefügt wurden, um die Bindegewebsschicht 
von den Eiern zu lösen, wurden die Oozyten für eine Stunde unter Schütteln bei 16°C 
und 80rpm inkubiert. Der anschließende Waschschritt, um den Kollagenaseverdau zu 
stoppen und zweite Inkubationsschritt mit der Kollagenase folgten unter gleichen 
Bedingungen. Bis der Überstand klar war, wurde ein letztes Mal mit OR2 und ND96 
gewaschen, bevor die Oozyten dann in mit ND96-Aufbewahrungslösung aufgefüllten 6-
well-plates sortiert wurden. Die aussortierten Oozyten wurden  bis zur Injektion unter 
Schütteln bei 16°C inkubiert. 
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Sämtliche Vorgänge der cRNA-Injektion mussten steril erfolgen, um eine 
Kontamination mit RNAsen zu vermeiden. Vor der eigentlichen Injektion mussten die 
Glaskapillaren mit Hilfe des PUL1-Gerätes (Delay 4, Heat 9, Tension Adjust Low) 
hergestellt werden und die defollikulierten Oozyten ein letztes Mal sortiert werden. Die 
RNA enthaltenen Aliquots wurden auf Eis aufgetaut. Bei Koexpressionen wurden die 
entsprechenden Mischungen hergestellt. Hierfür wurde die RNA der WNK1 in der 
Speed Vac für 5 min eingetrocknet, anschließend in der jeweiligen RNA des NCCTs 
Wildtyp oder Mutation gelöst und wieder auf Eis gehalten. Die Spitze der  Glaskapillare 
wurde unter dem Mikroskop abgebrochen und mit Mineralöl befüllt.  Mit Hilfe des 
Mikroinjektors wurde die RNA (Aliquot mit c=200ng/µl in 3µl Portionen) in die 
Glaskapillare aufgezogen und pro Oozyte in 10ng (bzw. 20ng) Portionen injiziert.  Pro 
Konstrukt wurden jeweils 40 Oozyten injiziert. Nach Beendigung der Injektion wurden 
die Oozyten in die mit ND96-Aufbewahrungslösung  24-well-plates überführt. 
Nach vier Tagen Expressionszeit unter Schütteln (80rpm) bei 16°C, in der das Medium 
alle zwei Tage gewechselt wurde, konnten die Oozyten für weitere Versuche verwendet 
werden.  
 
Abbildung 2-2: Izision der Bauchdecke Abbildung 2-3: Entnahme der Oozyten 
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2.2.6 Funktionelle Chlorid-Isotop (36Cl-) Uptake-Messungen  
 
Um die Funktion des Natrium-Chlorid-Transporters und der Mutationen in vitro messen 
und vergleichen zu können, wurde die Methode der Chlorid-Up-Take-Messungen 
angewandt.  So konnte gemessen werden, wie viele Chloridionen die einzelnen Oozyten 
innerhalb des bestimmten Zeitraumes aufgenommen haben. Hierfür benutzte man 
radioaktives Chlorid, so dass man anschließend von der Radioaktivität der Oozyten auf 
das aufgenommene Chlorid indirekt schließen konnte. 
Damit man eine statistisch gültige Aussage machen konnte, wurden je Konstrukt immer 
15 Oozyten ausgewählt. 
Nach Auswahl von jeweils 15 Oozyten pro Konstrukt wurden diese in ein Röhrchen-
Tube transferiert und sofort zweimal hintereinander mit chloridfreier ND96 (ca. 5ml) 
bei Raumtemperatur gewaschen und sorgfältig abgesaugt, um das gesamte Chlorid aus 
dem umliegenden Medium zu entfernen. Anschließend wurden die Eier in dieser 
Lösung für 15min bei Raumtemperatur vorinkubiert. Die Lösung wurde vollständig und 
vorsichtig abgesaugt. Sofort wurden jeweils 109µl Uptake-Lösung pro Konstrukt auf 
die Oozyten pipettiert und für eine Stunde inkubiert. 
Zur Herstellung der Uptake-Lösung (36Cl-Endkonzentration 5 mM) im Isotopenlabor, 
wurde der Originalstock (7,49 mg/ml (208 mM)) im Verhältnis 1:40,6 mit chloridfreier 
1x ND96  verdünnt. 
Nach der Inkubation wurde die Uptake-Lösung komplett und vorsichtig abgesaugt. 
Unmittelbar danach folgten fünf Waschgänge mit eisgekühlter 1xND96 (5ml pro 
Waschgang), um den Stoffwechsel der Eier herunterzuregulieren und damit eine weitere 
Aktivität des Transporters einzustellen. Darauf wurden die Oozyten mittels einer 
Glaspipette einzeln in die Szintilationsröhrchen überführt. Um die Oozyten zu lysieren, 
wurden sie mit  je 100µl 1M NaOH über Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurde mit  
je 100µl 1M HCl neutralisiert und jede Probe gevortext, so dass die Oozyten vollständig 
homogenisiert vorlagen. Auf die Proben wurden jeweils 2ml Szintilationsflüssigkeit 
gegeben. Abschließend wurde die Chloridaufnahme am beta-Szintillationszähler des  
Institutes für Molekularbiologie und Tumorforschung der Universität Marburg 
gemessen.  
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2.2.7 Western Blot 
 
Mit der Westernblot-Methode können Proteine nach Auftrennung mittels 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese auf eine Nitrozellulosemembran übertragen werden 
und mit spezifischen Antikörpern detektiert werden. 
 
Western Blot Lysate 
Die Lysate wurden aus den fertigen FlagNCCT-Konstrukten angefertigt. 250µl 
Lysispuffer und Complete (Proteaseinhibitor) (im Verhältnis 24:1) wurden auf je zehn 
Oozyten eines Konstruktes gegeben, das Gemisch wurde homogenisiert, 15min. auf Eis 
inkubiert und 25min. bei 4°C und 13000rpm zentrifugiert. Darauf wurden 40µl des 
Zelllysates mit 5µl 10x SDS-Sample-Puffer und 2µl  beta-Mecaptoethanol (BME) 
gemischt und bei -20°C gefroren.   
 
SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese 
Mit Polyacrylamid-Gelen können kleinere Poren als mit Agarosegelen hergestellt 
werden. Die gewünschte Porengröße wird durch den prozentualen Anteil des 
Monomeres Acrylamid bestimmt. Gestartet wird die Polymeration durch 10% 
Ammoniumpersulfat und N, N, N´,N´-Tetramethylendiamin (TEMED). Gebunden an  
Natrium-Dodecyl-sulfat (SDS) werden die Proteine denaturiert und negativ geladen. 
Somit erfolgt die Auftrennung nur durch das Molekulargewicht und wird nicht durch 
die Tertiärstruktur oder die Ladung beeinflusst.  
 Dem Trenngel ist ein weitporiges  Sammelgel vorgeschaltet. Hier werden die Proteine 
bei niedrigem pH konzentriert, wodurch eine bessere Auflösung erzielt werden kann.  
 
Vor dem Gießen der Gele mussten die Glasplatten, der Spacer und der Kamm gut mit 
100% Ethanol gereinigt werden. Bei dem Mischen des Trenngels musste darauf 
geachtet werden, dass das APS als letztes hinzu gegeben wurde. Anschließend wurde 
das Gel mit Hilfe einer Spritze vorsichtig zwischen die Glasplatten gefüllt. 
Nach Gießen und Trocknen des Trenngels wurde in das obere Drittel der Gelkammer 
über das Trenngel das Sammelgel in gleicher Weise gegossen. Dann wurde der Kamm 
in das Sammelgel gesteckt und 30min gewartet. Das Gel wurde aus der Apparatur 
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entfernt und in die Running Apparatur eingesetzt. Die ganze Apparatur wurde mit 1x 
Laufpuffer befüllt bis das komplette Gel bedeckt war. Nach dem Entfernen des Kamms 
konnten die Taschen durch die Mikrospritze beladen werden. Dafür wurden vorher die 
Proben und der Rainbow Marker auf Eis aufgetaut. Die vertikale Elektrophorese konnte 
gestartet werden. Die Spannung betrug 100 V bei einer Stromstärke von 24 mA für 1,5 
Stunden. 
Anschließend wurden die aufgetrennten Proteine mit Hilfe eines elektrischen Feldes auf 
eine PVDF/Nitrozellulosemembran übertragen. Dabei bleibt das Muster der 
elektrophoretischen Auftrennung erhalten. Die Proteine werden durch hydrophobe 
Wechselwirkungen an der Nitrocellulosemembran gebunden. Dazu wurde das Gel auf 
die Membran gegeben, die beidseits je von einem Filter und einem Schwamm umgeben 
war. Die Membran, die Filter und die Schwämme mussten vorher gut in 1x 
Transferpuffer gebadet werden. Mit Hilfe der Vorrichtung wurde die Membran 
zwischen Anodenplatte und Kathodenplatte unter Druck zusammengeschraubt. Vor dem 
Beginn des Blottens musste der Kühlakku und ein Rührfisch eingelegt werden  und die 
Kammer mit 1 x Transferpuffer befüllt werden. Der Transfer geschah innerhalb 1,5 
Stunden bei 100 Volt. 
Im Anschluss wurde die Membran über Nacht in Stopplösung bei 4°C inkubiert, 
wodurch unspezifische Bindungen blockiert wurden. Am nächsten Tag wurde die 
Membran mit dem ersten Antikörper, alpha Flagrabbit M2, in entsprechender 
Verdünnung für 1,5 Stunden bei Raumtemperatur auf der Wippe inkubiert. Es folgte 
eine zweite Inkubation mit dem gleichen Antikörper unter gleichen Bedingungen.  
Die Antikörperlösung wurde wie folgt hergestellt: 
50ml TTBS 
2,5g Magermilchpulver 
10µl Rabbit anti Flag 
 
Die Antikörperlösung wurde auf zwei Membranen für zwei Inkubationsschritte 
aufgeteilt, so dass pro Inkubationsschritt und Membran 10ml der Lösung zum Einsatz 
kamen. Um die spezifische Bindung des Antikörpers an dem Epitop des Antigens 
nachzuweisen, wurde ein sekundärer spezies-spezifischer Antikörper angewendet. Nach 
drei Waschgängen mit TTBS mit dem Schema 15min., 10min., 10min. wurde die 
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Membran mit dem zweiten Antikörper, POD-anti rabbit-IgG, für zweimal eineinhalb 
Stunden bei Raumtemperatur auf der Wippe inkubiert. Hierfür wurde dieselbe 
Antikörperlösung produziert wie die erste, nur mit POD-anti rabbit anstelle von anti-
Flag. Erneut wurde wie oben gewaschen.  
Für die Filmentwicklung wurde das Gemisch von 975µl der Lösung A und 25µl der 
Lösung B des ECL Plus auf die Membran gegeben und für 2min einwirken gelassen. 
Anschließend wurde die Lösung mit einem Zellulosetuch abgesaugt, mit Folie bedeckt 
und mit dem Hyperfilm ECL belichtet. In der Röntgenabteilung der  Kinderklinik 
Marburg wurden die Filme entwickelt. 
  
 
2.2.8 Immunfluoreszenz an Oozytenschnitten  
 
Die Immunfluoreszenz an Oozytenschnitten ist eine Methode, um den exprimierten 




Nach den 4 Tagen Expressionszeit wurden jeweils fünf Oozyten zusammen in einem 
Block TissueTek bei - 4°C tiefgefroren. Mit Hilfe des Kryotoms wurden die in Blöcken 
fixierten Oozyten in Scheiben geschnitten und auf Objektträgern fixiert. 
    
Immunfluorenszenz: 
Die Oozytenschnitte wurde zu Beginn in 4% Paraformaldehyd in PBS für 5min. fixiert. 
Im Anschluss wurden die Schnitte mit PBS 3x gewaschen und dann mit 
Blockierungslösung für 30min bei Raumtemperatur inkubiert, um die unspezifischen 
Bindungen zu blockieren und die Oozytenmembran zu permeabilisieren.  Im nächsten 
Schritt wurden die Präparate mit dem ersten Antikörper, M2Flag,  in der Verdünnung 
1:1000 in Blockierungslösung über Nacht bei 4°C inkubiert. Die Schnitte wurden 
fünfmal mit PBS gewaschen, um dann mit dem zweiten Antikörper, Cy2-goat-anti-
mouse, ebenfalls in der Verdünnung 1:1000 in PBS für zwei Stunden bei 
Raumtemperatur ohne Lichtexposition inkubiert zu werden. Die Schnitte wurden nach 
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fünf Waschgängen mit PBS mit Glycerolgelatine bei 50°C auf der Wärmeplatte 
eingedeckelt. 
 
Nach dem Trocknen wurden die Schnitte unter dem Immunfluoreszenzmikroskop mit 
blauem Licht angeregt, so dass der zweite Antikörper in der Oozytenmembran durch 
grünes Licht sichtbar wurde bzw. nicht sichtbar wurde. Die 




2.2.9 Auswertung und Statistik 
 
Für die Auswertung der Chlorid-Up-Take-Messungen wurden Mean und standard error 
of the mean (SEM) pro Konstrukt für jeweils 15 Oozyten der gleichen Präparation 
gezeigt. Die Experimente wurden fünfmal wiederholt an verschiedenen Oozyten von 
verschiedenen Fröschen. Die Fehlerbalken wurden aus dem Standard Error of the Mean 
(SEM) kalkuliert. Statistische Signifikanzen wurden durch den Student T-test (unpaired 
test with unequal variance) analysiert und bei p < 0.05 festgesetzt. 
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3 Ergebnisse  
 
3.1 Darstellung der Mutationen und Patientendaten 
 
Die neuen Mutationen (R83W, R135C, T180R, D486N, S614P, G731R, 
R887Q, V1015M) wurden alle im Zusammenhang mit dem Gitelman 
Syndrom entdeckt (siehe Tabelle 3-1). Das Blut der Patienten mit Verdacht 
auf eine renale Salzverlusterkrankung wurde zur molekulargenetischen 
Analyse in das Labor der Kinderklinik Marburg geschickt. Dr. Jeck 
identifizierte die Mutationen im SLC12A3 Gen und stellte sie 
freundlicherweise dieser Arbeit für die funktionelle Untersuchung zur 
Verfügung. Die Mutationen verteilten sich über die Länge des gesamten 
Proteins ohne Häufung in bestimmten Proteindomänen (siehe Abbildung 1-
7). 
Zusätzlich untersuchte ich noch drei Polymorphismen (G264A, R904Q, 
R919C; siehe Tabelle 3-2).  
 
 
Tabelle 3-1: Identifizierte Mutationen im SLC12A3 Gen 
Mutation Aminosäurenaustausch  
R83W Arginin  Tryptophan homozygot 
R135C Arginin  Cystein homozygot 
T180R Threonin  Arginin homozygot 
D486N Asparaginsäure  Asparagin homozygot 
S614P Serin  Prolin homozygot 
G731R Glycin  Arginin heterozygot 
R887Q Arginin  Glutamin heterozygot 
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Tabelle 3-2: Identifizierte Polymorphismen im SLC12A3 Gen 
Polymorphismus Aminosäurenaustausch 
G264A Glycin  Alanin 
R904Q Arginin  Glutamin 
R919C Arginin  Cystein 
 
 
Nicht bei jeder identifizierten Mutation standen ausreichend klinische Daten 
der betroffen Patienten zur Verfügung. Vier Patienten jedoch werden im 






3.1.1.1 1. Fallbeispiel: Patient mit Mutation R135C 
Die Erstdiagnose bei dem Patienten mit der Mutation R135C wurde im Alter 
von vier Jahren und einem Monat gestellt. Der Patient wurde durch eine 
Obstipation und schlechten Appetit auffällig. Er zeigte weder 
Wachstumsauffälligkeiten, noch muskuläre Probleme oder andere 
Symptome. Eine Routinelaboruntersuchung zeigte eine Hyokaliämie von 2,4 
mmol/l. Andere Elektrolyte wie Natrium, Chlorid, Calcium und Magnesium 
waren im Normbereich. Außerdem zeigte die pH Untersuchung eine leichte 
metabolische Alkalose von 7,44. Ebenfalls erhöht waren die Werte für 
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3.1.1.2 2. Fallbeispiel: Patient mit Mutation T180R 
Bei diesem Patienten wurde die Erstdiagnose erst im Alter von 25 Jahren 
gestellt. Er beklagte pektanginöse Beschwerden und eine Sinustachykardie 
bei eingeschränkter Belastbarkeit. In der Laboruntersuchung sah man eine 
Hypokaliämie (2,3mmol/l) und eine Hypomagnesiämie (0,52mmol/l). Der 
Säure-Basen-Status zeigte eine kompensierte metabolische Alkalose mit 
einem pH von 7,38, einem Baseexcess von 10 mmol/l und einem CO2-
Partialdruck von 65 mmHg. Während der Aldosteronwert im Normbereich 
lag, wurde eine erhöhte Plasmareninaktivität gemessen. Eine 
Nierensonographie zeigte keine Auffälligkeiten. Auch dieser Patient bekam 
eine orale Medikation mit Kalium und Magnesium. 
 
 
3.1.1.3 3. Fallbeispiel: Patient mit Mutation S614P 
Der Patient kam im Alter von sieben Jahren und sieben Monaten aufgrund 
einer Salmonellen-Gastroenteritis zur stationären Aufnahme. Der Junge hatte 
einen deutlichen Wachstumsrückstand (Gewicht: 15,2kg (< 3.Perzentile); 
Länge: 108,8cm (<3.Perzentile)). In der Schwangerschaftsanamnese zeigte 
sich eine Frühgeburt der 34. SSW nach einer unkomplizierten 
Schwangerschaft. Es wurde eine uterine Infektion vermutet. In der weiteren 
Anamnese war außerdem eine Enuresis nocturna auffällig. Neben einer 
Hyokaliämie (1,8mmol/l) und einer Hypochlorämie (83mmol/l) wurden 
niedrige Werte für Magnesium (kein Wert angegeben) festgestellt. Die 
Blutgasanalyse beschrieb eine metabolische Alkalose (pH 7,452). Der Wert 
für Aldosteron lag im Normbereich. Die Sonographie der Nieren sowie die 
kardiologische Diagnostik waren unauffällig. Eine Therapie mit Kalium und 
Magnesium wurde begonnen. 
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3.1.1.4 4. Fallbeispiel: Patient mit Mutation V1015M 
Im Alter von drei Jahren und vier Monaten wurde die Patientin im Rahmen 
rezidivierenden Erbrechens stationär aufgenommen. Innerhalb eines Jahres 
kam es zu mehrfachen Elektrolytentgleisungen und insgesamt sieben 
stationären Aufenthalten. Ansonsten präsentierte sich die Patientin in gutem 
Allgemeinzustand mit einer normalen körperlichen Entwicklung. Bei dem 
Mädchen wurde eine umfangreiche metabolische Diagnostik durchgeführt. 
Es fielen eine Hyponaträmie, eine Hypokaliämie, eine Hyochlorämie (keine 
Werte angegeben) und eine metabolische Alkalose auf. Zusätzlich wurden 
ein Hyperreninismus und ein erhöhter Serum-Aldosteron-Spiegel festgestellt. 
Die Sonographie der Nieren blieb unauffällig. Die Therapie bestand aus der 
oralen Substitution mit Kalium. 
 



























































Aldosteron erhöht Normbereich Normbereich erhöht 
Renin erhöht erhöht - erhöht 
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3.2 Funktionelle Analyse der Mutationen und 
Polymorphismen 
 
Mittels 36Cl-Uptake-Messungen nach Expression in Xenopus Oozyten 
wurden der Wildtyp, die identifizierten Mutationen und Polymorphismen 
funktionell analysiert. Die Experimente wurden insgesamt an 5 
Oozytenpräparationen verschiedener Frösche wiederholt. Für jedes 
Experiment wurden je Konstrukt 12-15 Oozyten einer Präparation verwendet. 
Jeder einzelnen Oozyte wurden 20µg Wildtyp- oder mutierter NCCT-RNA 
injiziert. Für die Versuche wurde cRNA des Flag-markierten NCCT injiziert. 
Das Flag-Epitop diente der Protein-Detektion in weiteren Versuchen, wie 
Western Blot-Analysen und Immunofluoreszenz-Darstellung. Wie in 
vorherigen Studien demonstriert wurde, hat das FLAG Epitop am 
Aminoterminus keinen Einfluss auf die Funktion des NCCT (De Jong et al., 
2002) und wurde deswegen in den Versuchen als Wildtypprotein eingesetzt. 
Die Chlorid-Uptakes wurden immer drei Tage nach der Injektion 
durchgeführt. 
Abbildung 3-1 zeigt die Ergebnisse einer repräsentativen Messung, in 
welcher Oozyten desselben Frosches mit der cRNA des Wildtyps, der 
Mutationen und Polymorphismen injiziert wurden. Im Gegensatz zur nicht 
injizierten Kontrolloozyte konnte beim Wildtyp ein dreifacher Anstieg des 
36Cl-Aufnahmen beobachtet werden. Bei den untersuchten Mutationen 
hingegen zeigte sich keine signifikante 36Cl-Aufnahme (siehe Abbildung 3-1: 
R83W, R135C, T180R, D486N, S614P, G731R, R887Q, V1015M). Somit 
konnten keine Restaktivitäten für die von mir analysierten mutierten NCCT-
Konstrukte ausgemacht werden. Im Gegensatz dazu wurde bei den 
Polymorphismen ein Wildtyp-ähnlicher Uptake gemessen (siehe Abbildung 
3-1: G264A, R904Q, R919C).  
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Abbildung 3-1: Funktionelle Analyse des Wildtyps (Flag-NCCT), der 
Mutationen (R83W, R135C, T180R, D486N, S614P, G731R, R887Q, V1015M) 
und Polymorphismen (G264A, R904Q, R919C). 
Jeder Balken repräsentiert den Mittelwert gemessener Chlorid-Uptakes von jeweils 
12-15 Oozyten. Jede Oozyte wurde mit 10µg RNA injiziert. Der Chlorid-Uptake 
fand 60 Minuten statt. Jede Messung wurde auf den Mittelwert der Kontrolloozyten 
bezogen, die Signifikanz wurde bei p < 0.05 festgesetzt und mit * markiert. Der 
Wildtyp zeigt zur Kontrolle einen signifikanten Anstieg. Bei den Mutationen kann 
kein signifikanter Unterschied zur Kontrolle festgestellt werden. Die 
Polymorphismen zeigen ähnlich dem Wildtyp einen signifikanten Anstieg im 
Gegensatz zur Kontrolle. Die Expression von DRA (Down Regulated in Adenoma; 
SLC26A3), einem Cl-/HCO3- Austauscher, diente als Positivkontrolle zur 
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3.3 Untersuchungen zum Pathomechanismus 
 
Ursächlich für den hier beschriebenen Funktionsverlust der getesteten 
NCCT-Mutanten wären verschiedene Mechanismen denkbar. Erstens könnte 
eine reduzierte Proteintranslation die Transporterfunktion beeinträchtigen. 
Bei unveränderter Expressionsmenge des NCCT-Proteins könnte zweitens 
eine gestörte Oberflächenexpression des Proteins die Chlorid-Aufnahme in 
die Oozyten reduzieren (gestörtes Proteintrafficking). Die dritte Möglichkeit 
besteht in einem Funktionsverlust der intrinsischen Funktion und Regulation 





Um zu überprüfen, ob eine verminderte Proteintranslation oder –stabilität den 
Funktionsverlust erklärt, wurden Western Blot Analysen angefertigt, um das 
Proteinprodukt des Wildtyps mit dem der mutierten Konstrukte zu 
vergleichen. 
Die Western Blot Untersuchungen wurden jeweils von zehn mit 10µg cRNA 
injizierten Oozyten pro Konstrukt angefertigt. Es wurden zwei unabhängige 
Western Blots angefertigt. Die Abbildung 3-2 demonstriert eine 
repräsentative Untersuchung des WT, der Mutationen, der Polymorphismen 
und einer nicht injizierten Kontrolle. Das Protein des NCCT bildet eine 
spezifische Bande bei 110 kD. Alle analysierten Mutationen (R83W, R135C, 
D486N, S614P, G731R, R887Q, V1015M) zeigten in beiden Western Blot 
Analysen die gleiche spezifische Bande von 110kD wie der WT-NCCT mit 
Ausnahme der Mutation T180R. Bei der Mutation T180R konnte nur eine 
sehr schwache spezifische Bande bei 110kD gesehen werden (siehe 
Abbildung 3-2). 
Die Proteine der Polymorphismen zeigten keinen Unterschied zum Wildtyp 
in den Western Blot Untersuchungen. 
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Abbildung 3-2: Western Blot der Kontrolle (Kontr.), des Wildtyps (WT), der 
Mutationen (R83W, R135C, T180R, D486N, S614P, G731R, R887Q, V1015M) 
und der Polymorphismen (G264A, R904Q, R919C). 
 
Der rote Pfeil markiert das spezifische Proteinprodukt des NCCT bei 110kD. Der 
WT, die Mutationen sowie die Polymorphismen weisen diese Bande auf. Mit 
Ausnahme der T180R Mutation. Hier ist die spezifische Bande bei 110kD nur 
schwach zu sehen. Die unscharfe Bande im Bereich von 130-140 kDa führen wir auf 
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3.3.2 Proteintrafficking 
 
Um zu überprüfen, ob ein gestörter Einbau in die Zellmembran ursächlich für 
die verminderte Aufnahmerate verantwortlich ist, stellte ich die 
Membranexpression der verschiedenen Mutationen mit Hilfe des Flag-
Antikörpers durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie dar. Bei diesem Versuch 
wurden die Polymorphismen nicht berücksichtigt, da sie in den vorherigen 
Versuchen keinen Unterschied zum WT aufwiesen. 
Bei den Immunfluoreszenzanfärbungen der Oozyten wurden jeweils 10µg 
Flag-tagged NCCT cRNA injiziert. Die Abbildung 3-3 zeigt die deutlichen 
Signale des Flag-NCCT Wildtyps in der Zellmembran. Im Gegensatz dazu 
konnte bei der nicht injizierten Kontrolloozyte weder auf der Oberfläche 
noch im Cytoplasma Anfärbungen beobachtet werden (Abbildung 3-4). Wie 
in den Abbildungen 3-5 bis 3-8 zu sehen, zeigten die mutierten Flag-NCCT 



















Abbildung 3-3: Wildtyp 
 
Die roten Pfeile markieren den hell angefärbten 
Flag-NCCT in der Plasmamembran. Im 
Cytoplasma sind keine Signale nachweisbar. Der 
unter der Zellmembran dargestellt dunkle Streifen 
entspricht einer intensiven Pigmentansammlung 
am vegetativen Pol der Oozyte. 
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Die Mutation T180R ließ sich analog zur Western Blot Darstellung auch in 
der Immunfluoreszenz nicht anfärben, das Bild ist ähnlich wie bei der 
Kontrolle. Es konnten weder auf der Plasmamembran noch im Cytoplasma 

















Abbildung 3-4: Kontrolle 
 
Die grünen Pfeile markieren die Plasmamembran 
auf der wenig pigmentierten (animalischen) Seite 
der Oozyte. Weder auf der Plasmamembran noch 
im Cytoplasma sind Signale zu sehen. 
 
 Abbildung 3-5: T180R 
 
Die grünen Pfeile markieren die Plasmamembran auf der 
dunkel pigmentierten Seite der Oozyte. Weder auf der 
Plasmamembran noch im Cytoplasma kann ein Flag-
markiertes Protein angefärbt werden. 
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Das Protein der Mutation R83W war im Gegensatz zum Wildtyp-Protein 
nicht auf der Oberflächenmembran zu finden. Es kam jedoch zu Signalen im 
















Die Proteine der Mutationen G731R, Q887R und V1015M konnten auf der 










Abbildung 3-7: Links G731R, Mitte Q887R, Rechts V1015M.  
 
Die roten Pfeile markieren die Signale auf der Oberfläche der dunkel pigmentierten 
Seite der Oozyten, die blauen Pfeile die Signale im Cytoplasma. 
Abbildung 3-6: R83W 
 
Die grünen Pfeile markieren die Plasmamembran 
auf der dunkel pigmentierten Seite der Oozyte, 
hier sind keine Signale zu sehen. Die blauen Pfeile
markieren Signale, die innerhalb des Cytoplasmas 
liegen.  
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Die Mutationen R135C, D486N und S614P zeigten ein wildtyp-ähnliches 
Anfärbmuster. Hier konnte man deutliche Immunfluoreszenzsignale auf der 












3.3.3 Regulation der Transporteraktivität 
 
Der Funktionsverlust der Mutationen könnte auch auf einen Verlust der 
intrinsischen Aktivität oder auch der Regulationsfähigkeit des Transporters 
basieren. Um dieses zu testen wurden funktionelle Analysen mit der WNK1 
mittels 36Cl-Uptake Messungen angefertigt. Die Versuche wurden genauso 
durchgeführt wie die funktionellen Analysen der Mutationen allein, nur 
wurde jetzt die cRNA der WNK1 bei jedem Konstrukt mit injiziert.  
Der WT-NCCT zeigte unter der Koinjektion mit WNK1 eine vier- bis 
fünffache Steigerung des Chlorid-Uptakes im Vergleich zum Uptake ohne 
WNK1. Dieser stimulierende Effekt der WNK1 auf die NCCT-Aktivität  
wurde in mehr als 6 Messungen bestätigt. Die Koexpression der 
Abbildung 3-8: Links R135C, Mitte D486N, Rechts S614P 
 
Die roten Pfeile markieren die Immunfluoreszenz auf der Oberflächenmembran. Im Cytoplasma sind 
kaum Signale zu sehen. 
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funktionslosen NCCT Mutationen mit der WNK1  zeigte dagegen nur einen 
unbedeutenden Zuwachs des Chloriduptakes. Die Polymorphismen reagierten 
unter der WNK wie erwartet mit einer Steigerung der Chloridaufnahme 





























































































































































































  *   * 
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Abbildung 3-9: Funktionelle Analyse mit der WNK1  
 Jeder Balken repräsentiert den Mittelwert gemessener Chlorid-Uptakes von jeweils 
12-15 Oozyten. Jede Oozyte wurde mit jeweils 20µg RNA des NCCT und der 
WNK1 koinjiziert. Der Chlorid-Uptake fand 60 Minuten statt. Jede Messung wurde 
auf den Mittelwert der Flag-NCCT exprimierenden Oozyten bezogen, die 
Signifikanz wurde bei p < 0.05 festgesetzt. Koexpression des NCCT mit WNK zeigt 
einen signifikanten Anstieg, der auch für die getesteten Polymorphismen beobachtet 
wurde. Keinen signifikanten Anstieg nach WNK-Koexpression zeigten die NCCT-
Mutanten.  Aus Praktikabilitäts-Gründen wurde eine exemplarische Auswahl der 
untersuchten NCCT-Mutanten getroffen, weil mit dem bestehenden System nur 
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3.3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse  
 
Trotz der klinisch unterschiedlichen Schweregrade des Gitelman Syndroms 
konnte bei keiner der untersuchten Mutationen eine Restaktivität 
nachgewiesen werden. In der Tabelle 3-4 sind die Ergebnisse der Versuche 
zum Pathomechanismus, der dem Funktionsverlust zugrunde liegt, 
zusammengefasst.  Alle Mutationen, mit Ausnahme der T180R Mutation, 
konnten im Western Blot dargestellt werden. In der Immunfluoreszenz 
konnten die mutierten Transporter in unterschiedlichen Lokalisationen 
angefärbt werden, was Rückschlüsse auf den Pathomechanismus erlaubt. Die 
funktionellen Untersuchungen mit der WNK1 konnten keine Stimulation der 
mutierten Transporter darstellen. 









in der Immunfluoreszenz 
Stimulation durch 
die WNK1 
WT + + Plasmamembran + 
R83W - + Cytoplasma - 
R135C - + Plasmamembran - 
T180R - - - - 
D486N - + Plasmamembran - 
S614P - + Plasmamembran - 
G731R - + Plasmamembran und Cytoplasma - 
Q887R - + Plasmamembran und Cytoplasma - 
V1015M - + Plasmamembran und Cytoplasma - 
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4 Diskussion 
 
4.1 Diskussion der angewandten Methode 
 
Für die Versuche wurde die Oozyte des südafrikanischen Krallenfrosches als  
Expressionssystem gewählt. Dieses Translationssystem ermöglicht das Exprimieren von 
heterologen Proteinen nach cRNA-Injektion (Soreq 1992). Das System hat sich für 
elektrophysiologische Untersuchungen vom Memranproteinen bereits vielfach bewährt. 
Vorteile dieses Systems zur Proeinsynthese sind, dass die Oozyten leicht und in großen 
Mengen zu gewinnen sind und sich aufgrund der Größe gut manipulieren lassen. 
Bedingt durch die große Zahl von Ribosomen weisen die Eizellen eine große 
translationale Kapaziät auf. Die posttranslationalen Modifikationsprozesse, wie 
Phosphorylierung und Glykosilierung, sind denen der menschlichen Zelle ähnlich 
(Soreq 1985). So kann eine einzige Zelle Aufschluß über Transportprozesse 
ermöglichen.  
Nachteil ist, dass die Oozytenqualität saisonal stark variiert, besonders bei hohen 
Außentemperaturen sind die Eizellen empfindlich und liefern schwankende Ergebnisse.  
Die Vorbereitung und Injektion stellen eine starke Beanspruchung für die Zelle dar, 
hierbei kann die Zelle selbst bzw. intrazelluläre Strukturen beschädigt werden. So 
können nicht nur die Ergebnisse verschiedener Frösche und Meßreihen schwanken, 
sondern auch die Ergebnisse einer Messung desselben Frosches. 
Eine völlige Gleichsetzung des heterologen Modells mit einer Säugerzelle kann nicht 
erreicht werden, da möglicherweise unterschiedliche Reaktionskaskaden nicht in der 
Oozyte vorhanden sind. Außerdem liegt das Temperaturoptimum für menschliche 
Proteine bei einer Körpertemperatur von 37°C. Die Experimente dieser Untersuchung 
allerdings finden bei Raumtemperatur statt. Das kann die Kinetik und das 
temperaturempfindliche Protein-Trafficking der Membranproteine verändern. Die 
niedrige Temperatur stellt gleichzeitig das Funktionieren des Translationssystems der 
Oozyte sicher.  
Aufgrunddessen besteht die Möglichkeit, dass bei Versuchen mit einer Säugerzelle 
eventuell noch Restaktivitäten nachweisbar wären.  
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4.2 Diskussion der Ergebnisse 
 
Die vorliegende Arbeit beschreibt die funktionellen Analyse, die Proteinbildung und die 
Oberflächenexpression von acht neuen Mutationen im SLC12A3 Gen bei Gitelman 
Patienten. Zusätzlich wurden auch drei Polymorphismen des Natrium-Chlorid-
Cotransporters untersucht. Schließlich sollte anhand dieser Ergebnisse und der 
vorliegenden klinischen Daten dargestellt werden, ob eine Korrelation zwischen den 
einzelnen „in vitro“ Untersuchungen und der Krankheitsausprägung („in vivo“) besteht. 
 
 
4.2.1 Klinische Daten 
 
Das Gitelman Syndrom wird häufig zur Abgrenzung zu den anderen 
Salzverlusterkrankungen der Niere als eine milde und sich spät manifestierende 
Krankheitsvariante beschrieben (Monnens et al., 1998). Die Erkrankung weist eine hohe 
phänotypische Varianz auf.  Das Manifestationsalter variiert extrem zwischen dem 
sechsten und sechzigsten Lebensjahr (Jeck et al., 2000). Fallberichte von Patienten aus 
anderen Arbeiten berichten von asymptomatischen Patienten und milden unspezifischen 
Symptomen wie Tetanien, Muskelschwäche, Müdigkeit und schwache neuromuskuläre 
Symptome (Lemmink et al., 1998; Rudin, 1988; Bettinelli et al., 1995). Cruz und seine 
Arbeitsgruppe konnten mit einer Evaluation von Symptomen und einem Fragebogen zur 
Lebensqualität von Gitelman Patienten jedoch zeigen, dass nicht einer der befragten 
Patienten in der Studie komplett asymptomatisch war (Cruz et al., 2001 (Kidney int.)). 
Es wurde beschrieben, dass das Problem häufig bei den untersuchenden Ärzten lag, da 
diese häufig „keine Symptome“ notierten. Außerdem muss man davon ausgehen, dass 
jeder Patient seine Symptome unterschiedlich wahrnimmt und beurteilt. 
Die vorliegenden Patientendaten der zu untersuchenden Gitelman Mutationen sind vor 
diesem Hintergrund kritisch zu beurteilen. Die Variabilität des Krankheitsbildes 
wiederspiegelt sich also nicht nur in den Labordaten, sondern auch in der 
patienteneigenen Wahrnehmung der Symptome und der Vollständigkeit der Befragung 
und Dokumentation der Symptome durch den Arzt. So kann man aufgrund unserer 
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retrospektiven Erehebung, die auf den Befundberichten externer Ärzte basiert, nicht 
sicher davon ausgehen, dass bei den vorgestellten Patienten nicht vielleicht doch weitere 
klinische Symptome bei der Erstmanifestation existierten. Außerdem kann nicht 
festgestellt werden, ob vielleicht schon vor der dokumentierten Erstmanifestation 
Symptome bestanden, die von den Patienten nicht als solche wahrgenommen wurden 
oder von den behandelnden Ärzten falsch interpretiert worden sind. Labordaten kann 
man am ehesten miteinander vergleichen, aber auch diese sollten kritisch beurteilt 
werden, da die Laborentnahmen unter verschiedenen Voraussetzungen und 
Krankheitszuständen stattfanden. Die Patienten aus den Fallbeispielen kamen 
beispielsweise alle unter anderen Voraussetzungen zur stationären Aufnahme. So sind 
Labordaten der Elektrolyte von sympotmatischen Patienten mit Gastroenteritis oder 
rezidivierenden Erbrechen schwierig mit Routinekontrollen bei Patienten mit 
Obstipation zu vergleichen. Bei den Patienten mit Magen-Darm-Infektion muss davon 
ausgegangen werden, dass der Elektrolytverlust nicht alleine durch das Gitelman 
Syndrom hervorgerufen wurde. Auch die Labordaten des Patienten mit den 
Herzrhythmusstörungen, basierend auf der Elektrolytinbalance, können schlecht mit den 
Daten der anderen Patienten verglichen werden, da der Patient bereits „symptomatisch“ 
war. So zeigt sich, dass die Variabilität des Krankheitsbildes von vielen „Variablen“ 
abhängt, die schwer zu vergleichen sind. Angemerkt werden muss in diesem 
Zusammenhang, dass uns nicht von jedem Patienten Daten vorlagen. 
 
 
4.2.2 Funktionelle Daten 
 
Die funktionellen Daten zu den NCCT-Mutationen und Polymorphismen basieren auf 
36Chlorid Uptake-Messungen. Die Ergebnisse sagen aus, dass alle untersuchten 
Mutationen, trotz eines Wildtyp-ähnlichen Proteinprodukts in der Western Blot 
Untersuchung, zu einem vollständigen Funktionsverlust des Natrium-Chlorid-
Cotransporters führen. Es konnte bei keiner der untersuchten Mutationen eine 
Restaktivität festgestellt werden. Die Polymorphismen zeigten wie erwartet die gleiche 
Transporteraktivität wie der Wildtyp. Die funktionellen Untersuchungen wurden mit 
Hilfe des heterologen Expressionssystems in Xenopus Oozyten durchgeführt. Dieses 
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System ist eine etablierte  Methode, die schon von vielen anderen Arbeitsgruppen mit 
Erfolg angewandt worden ist (Gamba et al., 1994; Gamba et al., 1993; Hoover et al., 
2003; Monroy et al., 2000; De Jong et al., 2003; Yang et al., 2003). Die Expression von 
endogenen Membranproteinen in Xenopus Oozyten ist im Allgemeinen unbedeutend 
gering im Vergleich zu der hohen exogenen Expression nach cRNA Injektion (Busch et 
al., 1996). Die Qualität der Oozyten hängt von dem präparierten Frosch, der Präparation 
selbst, der Umgebungstemperatur und dem Alter der Oozyten ab. Zerstörte und 
abgestorbene Zellen konnten aber schnell unter dem Mikroskop erkannt und aussortiert 
werden. Zu bedenken ist auch die Qualität der cRNA, die hoch empfindlich ist, was 
Einfluss auf die Expressionsrate und damit auf den Chlorid-Uptake haben könnte. Um 
trotzdem aussagekräftige Ergebnisse zu erhalten, wurde je Versuch immer der 
Mittelwert von 15 Oozyten pro Konstrukt ermittelt. Außerdem wurden mehrere 
Versuche mit Oozyten verschiedener Frösche durchgeführt. 
 
 
4.2.3 Potentieller Pathomechanismus 
 
Neben der funktionellen Analyse des NCCT, der Mutationen und Polymorphismen 
sollte auch der zugrunde liegende Pathomechanismus, der zum Funktionsverlust führte, 
untersucht werden. Es gibt verschiedene Möglichkeiten, warum eine Mutation zu einem 
Funktionsverlust des Transporters führen könnte. Die  Möglichkeiten sind:  1. eine 
gestörte Proteintranslation, 2. eine Störung in der Proteinweiterverarbeitung und im 
intrazellulären Weitertransport, 3.  eine gestörte Oberflächenexpression, 4. eine gestörte 
intrinsische Aktivität des Transporters und 5. ein gesteigerter Abbau des Transporters. 
 
 
4.2.3.1 Gestörte Proteintranslation 
 
Eine Möglichkeit besteht in der fehlenden Proteinsynthese. Es ist sehr wahrscheinlich, 
dass Proteine mit Mutationen, die zu einem vorzeitigen Stoppcodon führen oder die 
durch eine Deletion nicht mehr gebildet werden können, keine Funktion mehr 
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aufweisen (Syren et al, 2002). Zu solchen Mutationen liegen für den NCCT bisher 
jedoch noch keine funktionellen Analysen vor. In dieser Arbeit beobachteten wir für die 
NCCT Mutation T180R nur ein sehr schwaches Signal in der auf Proteinebene in der 
Western Blot Analyse. Bei dieser Mutation liegt lediglich eine Punktmutation vor, die 
zu einem Austausch von Threonin zu Arginin auf Aminosäureebene führt. Hier wäre 
also annehmbar, dass NCCT  T180R entweder nicht gebildet oder rasch abgebaut 
worden ist. 
Nicht komplett auszuschließen ist die Möglichkeit, dass die Oozyte das Protein nicht 
gebildet hat, weil die cRNA des entsprechenden Konstruktes verunreinigt oder 
degradiert war. Um die cRNA auf ihre Integrität zu kontrollieren wurden die 
Konzentrationen jeder cRNA mittels Extinktion bestimmt und die Integrität mittels 
Gelelektrophorese geprüft. Es besteht jedoch theoretisch die Möglichkeit von 
Verunreinigungen beispielsweise durch Nukleasen im Anschluss an die 
Kontrolluntersuchungen. Auch mit neu synthetisierter cRNA wurden jedoch ähnliche 
Resultate erhoben, sodass die Möglichkeit einer Degradierung eher als 
unwahrscheinlich eingestuft werden kann. 
 
 
4.2.3.2 Gestörte Oberflächenexpression 
 
In der aktuellen Arbeit konnten die Proteine von sechs (R135C, D486N, S614P, G731R, 
R887Q, V1015M) der acht getesteten Mutationen in der Plasmamembran nachgewiesen 
werden. Im Gegensatz zu früher beschriebenen NCCT-Mutationen, deren Aktivität mit 
dem Ausmaß der Membranexpression korrelierte (Sabath et al., 2004) beobachtete ich 
bei keiner der von mir getesteten Mutanten eine Restaktivität. Hier scheint es daher 
qualitative Unterschiede abhängig von der Art der Mutation zu geben. Abhängig von 
der Mutation konnten zudem Unterschiede in der Art der Membranexpression 
beobachtet werden. Für die Mutationen G731R, Q887R und V1015M wurde eine 
Expression innerhalb der Zellmembran sowie eine schollige Akkumulation im 
Zytoplasma beobachtet. Bei der auffälligen zytoplasmatischen Akkumulation könnte es 
sich um degradierte, fehlgefaltete Proteine handeln, die entweder die Zellmembran nicht 
erreichen oder aber rasch aus dieser entfernt werden. Unter Umständen liegt darin der 
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Grund für die verminderte Transportaktivität dieser Proteine. Weiterführende 
Untersuchungen zur Halbwertszeit dieser Proteine bzw. zu deren Kompartimentierung 
in intrazellulären Kompartimenten wären erforderlich, um diese Frage abschließend zu 
beantworten. Die Mutationen R135C, D486N und S614P waren in ihrer 
Oberflächeexpression nicht vom Wildtyp zu unterscheiden. Hier fand sich auch keine 
auffällige zytoplasmatische Akkumulation, sodass am ehesten von einem echten, 
intrinsischen Funktionsverlust des NCCT-Proteins als Ursache der beobachteten 
Transportstörung auszugehen ist. Die erste Studie über funktionelle Analysen und 
pathophysiologische Untersuchungen von Mutationen beim Gitelman Syndrom wurde 
von Kunchaparty und seiner Arbeitsgruppe veröffentlicht (Kunchaparty et al., 1999). 
Genauso wie in der aktuellen Arbeit konnten keine Restaktivitäten bei den mutierten 
Transportern festgestellt werden. Kunchaparty begründete dieses durch Western Blot 
Analysen, in denen er nachwies, dass bei den mutierten Transportern keine 
Glykosylierung des Proteins bei 130-140kD stattgefunden hatte. Zusätzlich fertigte er 
Immunfluoreszenzanfärbungen an, um die Expression in der Plasmamembran 
darzustellen. Die mutierten Transporter konnten im Gegensatz zur aktuellen Arbeit 
nicht innerhalb der Membran nachgewiesen werden. Die Schlussfolgerung dieser 
Arbeitsgruppe als Begründung für den Funktionsverlust war, dass die Mutationen vor 
allem in den Mechanismus der Proteinweiterverarbeitung (Glykosylierung) eingreifen. 
Auch schon bei anderen Membranproteinen verschiedener Zellen konnte die fehlende 
Glykosylierung als Ursache für einen Funktionsverlust gefunden werden (Asano et al. 
1993; Fishburn et al., 1995).  
Eine darauf folgende Studie zu diesem Thema untersuchte nur Mutationen auf ihre 
Transporteraktivität, wenn sie sich in der Western Blot Untersuchung nicht vom 
Wildtyp unterschieden (De Jong et al., 2002). Es konnte interessanterweise beobachtet 
werden, dass die mutierten glykosylierten Transporter nicht zu einem kompletten 
Funktionsverlust führten, sondern eine Restfunktion besaßen. Außerdem konnten die 
Proteine mit Hilfe der Immunfluoreszenz im Cytoplasma und innerhalb der 
Plasmamembran angefärbt werden. Diese Arbeitsgruppe kam zu der Schlussfolgerung, 
dass bei manchen Mutationen die Weiterverarbeitung des Proteins nach der 
Glykosylierung der ursächliche Grund für die herabgesetzte Aktivität  des NCCT war.  
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Zu einem anderen Schluß kamen aufgrund ihrer Daten Sabath und seine Arbeitsgruppe. 
Ihrer Meinung nach war anhand der Versuche von De Jong nicht mit Sicherheit zu 
differenzieren, ob die mutierten Transporter nun zu einer herabgesetzten 
Oberflächenexpression oder zu einem Defekt der Transportereigenschaften selbst 
führten. Um diesbezüglich sicherere Aussagen machen zu können, fertigten Sabath und 
seine Arbeitsgruppe ausführliche Versuche zu der Pathophysiologie von Gitelman 
Mutationen an (Sabath et al., 2004). Sie untersuchten genauso wie die Arbeitsgruppe 
von De Jong nur mutierte Proteine, die eine Restfunktion aufwiesen und in der Western 
Blot Untersuchung eine wildtyp-ähnliche Proteinsynthese zeigten. Anschließend 
untersuchten sie die Oberflächenexpression eines EGFP-markierten NCCT Wildtyp und 
EGFP-markierter mutierter Proteine. Sie konnten eine signifikante Reduktion der 
Oberflächenexpression der mutierten Proteine im Gegensatz zum Wildtyp feststellen. 
Außerdem war es ihnen möglich mit Hilfe von quantitativen Laserscans nachzuweisen, 
dass das Ausmaß des Na+ Uptakes mit der Quantität der Membranexpression  
korrelierte. Daraus schlossen sie, dass der Grund für den Funktionsverlust nicht in der 
Transporterfunktion selbst zu suchen ist, was sie mit Kinetik Versuchen belegten, 
sondern in dem gestörten Einbau in die Plasmamembran liegt.  
Dass der Einbau des NCCT in die Zellembran ein wichtiger Kontrollpunkt für die 
Steuerung der Transporterfunktion ist, konnte in vorherigen Studien zur Regulation der 
NCCT-Aktivität durch die WNK4 Proteinkinase, einem negativen Regulator des NCCT, 
gezeigt werden. Eine Mutation der WNK4 führt zu  einer fehlenden Inhibition des 
Transporters, indem es zu einer Überexpression des Proteins in der Plasmamembran 
kommt (Wilson et al, 2003; Yang et al. 2003).  Einen gleichgerichteten stimulatorischen 
Effekt auf die NCCT-Transportaktivität konnten wir in diesem Zusammenhang auch für 
die WNK1 Proteinkinase nachweisen. Bislang wurde vermutet, dass der Effekt der 
WNK1 Kinase auf die NCCT-Aktivität ausschließlich über eine Inhibition der WNK4-
Kinase vermittelt wird. Unsere Experimente zeigen einen direkten Effekt von WNK1 
auf NCCT, wennauch wir nicht mit Sicherheit die endogene Expression eines WNK4-
homologen Proteins in Xenopus Oozyten ausschließen können. Unter der Annahme, 
dass gleichgerichtet zu WNK4 auch WNK1 die NCCT-Aktivität vornehmlich über 
einen verstärkten Einbau in die Plasmamembran reguliert, interpretieren wir unsere 
Resultate zur fehlenden Stimulierbarkeit der von uns getesteten NCCT-Mutanten durch 
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4.2.3.3 Gestörte intrinsische Aktivität des Transporters 
 
Eine weitere Möglichkeit besteht in der gestörten intrinsischen Transporterfunktion 
selber. Bei den drei Mutationen (R135C, D486N, S614P) kann der Verlust der 
Transporterfunktion nicht an der Oberflächenexpression liegen, da sie sich, wie oben 
erwähnt, in ihrer Oberflächenexpression nicht vom WT unterschieden. 
Interessanterweise wurde auch schon bei anderen mutierten Transportern wie dem 
strukturell mit dem NCCT verwandten NKCC2 eine Störung der intrinsischen Aktivität 
als Grund für den Funktionsverlust festgestellt (Starremans et al., 2003). Die mutierten 
Proteine wurden normal synthetisiert und konnten ebenfalls innerhalb der 
Plasmamembran nachgewiesen werden. Bislang noch fehlende Erkenntnisse zur 
Kristallstruktur des NCCT-Proteins machen eine Aussage über mögliche Konsequenzen 
auf die Proteinfunktion der genannten Mutationen unmöglich. Denkbar wären direkte 
Effekte auf die Substratbindung, Substrattranslation über die Membran oder aber zur 
Assoziation zu multimeren Proteinkomplexen. Zukünftige Untersuchungen zur 
Struktur-Funktionsbeziehung dieser Transportproteine werden genauere Aussagen 
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4.2.4 Schlussfolgerung 
 
Die zu untersuchenden neuen Gitelman Mutationen im NCCT Protein konnten als 
funktionell bedeutsame Mutationen identifiziert werden. Es konnte gezeigt werden, dass 
alle Mutationen zu einem kompletten Funktionsverlust des NCCT führen. Somit konnte 
ein möglicher Zusammenhang zwischen Restaktivitäten und der ausgeprägten 
phänotypischen Variabilität für die dargestellten Mutationen in dieser Arbeit 
ausgeschlossen werden.  
Die getesteten Polymorphismen scheinen sich nicht von der Wildtypaktivität zu 
unterscheiden, erfüllen somit auch auf Funktions-Ebene die Voraussetzungen für einen 
neutralen Polymorphismus.  
 
Analysen der verschiedenen Möglichkeiten zum Pathomechanismus brachten weitere 
Erkenntnisse. Western Blot Analysen konnten die Beeinträchtigung der Proteinsynthese 
und Proteininstabilität als Grund für den Funktionsverlust bei sieben Mutationen 
ausschließen.  Die Mutation T180R zeigte im Western Blot Versuch wiederholt 
fehlende Signale im Bereich des zu erwartenden Proteins bei 110 kD, so dass die 
Vermutung nahe liegt, dass die Mutation zu einer gestörten Proteinsynthese oder zu 
einem rascheren Protein-Abbau führt. 
 
Untersuchungen zur Oberflächenexpression des Transporters konnten den Grund für die 
Störung der Transporterfunktion für die Mutation R83W verantwortlich machen. Das 
mutierte Protein (R83W) konnte nicht in der Plasmamembran detektiert werden, so dass 
man bei der Mutation davon ausgehen muss, dass der fehlende Einbau in die Membran 
aufgrund von einer Störung der Proteinweiterverarbeitung innerhalb der Zelle Grund für 
den Funktionsverlust ist.  
Die Mutationen G731R, Q887R und V1015M zeigten sowohl Signale in der 
Zellmembran der Oozyte als auch im Cytosol. Bei diesen Mutationen kann als 
Begründung für die fehlende Aktivität des Transporters ein verminderter Einbau oder 
ein vermehrter Umsatz des Proteins in der Membran der Oozyte verantwortlich sein. 
Bei den Mutationen R135C, D486N und S614P, die scheinbar in der 
Oberflächenexpression nicht von dem Wildtyp zu unterscheiden sind, muss eine 
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Störung auf funktioneller Ebene vorliegen. Coexpression von WNK1 zur Stimulation 
des Membran-Einbaus von NCCT zeigte bei keiner der genannten Mutationen einen 
Effekt auf die Transportaktivität. Somit scheint auch bei den von uns beschriebenen 
Trafficking-Mutationen ein zusätzlicher intrinsischer Transportdefekt vorzuliegen. 
 
  
Diese Erläuterungen machen deutlich, dass verschiedene Ursachen für den 
Funktionsverlust des NCCT bei unterschiedlichen Mutationen vorliegen können. Es ist 
bisher nicht möglich eine Genotyp-Phänotyp-Korrelation zu erkennen. Art und Position 
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5 Zusammenfassung 
 
Das Gitelman Syndrom ist eine autosomal rezessiv vererbte renale Tubulopathie, die 
durch eine hypokaliämische Alkalose, eine Hypomagnesiämie und eine Hypocalciurie 
charakterisiert ist. Die Erkrankung basiert auf Mutationen im SLC12A3 Gen, das für 
den Natrium-Chlorid-Transporert (NCCT) im distalen Abschnitt des Tubulussystems 
der Niere kodiert. Funktionelle Untersuchungen mittels 36Clorid-Uptakes sowie 
Untersuchungen zur Proteinbiochemie mittels Western Blot und Immunfluoreszenz 
wurden durchgeführt, um den Effekt von acht neu beschriebenen Mutationen (R83W, 
R135C, T180R, D486N, S614P, G731R, R887Q, V1015M) auf die NCCT-Funktion zu 
analysieren. Nach heterologer Expression des Wildtyps und der Mutationen in Eizellen 
des Krallenfrosches Xenopus laevis zeigten die Mutationen keine signifikant gesteigerte 
Chloridaufnahme. Bei keiner der Mutationen konnte eine Restaktivität der 
Transportfunktion nachgewiesen werden. In den Western Blot Untersuchungen konnte 
kein Unterschied zwischen dem Wildtyp und den Mutationen dargestellt werden: alle, 
bis auf die Mutation T180R, wiesen eine spezifische Bande bei 110kD auf. Die 
Oberflächenexpression wurde mit Hilfe von Immunfluoreszenzfärbungen untersucht. 
Die Mutationen unterschieden sich in ihrer Oberflächenexpression. Die Mutation 
T180R konnte passend zum Ergebnis der Western Blot Analyse nicht mit Hilfe der 
Immunfluoreszenz angefärbt werden. Die Mutation R83W konnte nur im Cytoplasma 
der Zelle nachgewiesen werden. Die Mutationen G731R, R887Q und V1015M zeigten 
sowohl Signale im Cytoplasma als auch in der Plasmamembran. Nicht zu unterscheiden 
vom Wildtyp und fast ausschließlich nur in der Plasmamembran anzufärben, waren die 
Mutationen R135C, D486N und S614P. Weitere funktionelle Untersuchungen mit Hilfe 
der WNK1 zeigten, dass im Gegensatz zum Wildtyp die mutierten NCCT Proteine nicht 
aktiviert wurden. Zusammenfassend stellt diese Studie dar, dass der Grund für den 
Funktionsverlust der mutierten NCCT Transporter in unterschiedlichen Mechanismen 
zu suchen ist: in der gestörten Proteinsynthese (T180R), in der gestörten 
Proteinweiterverarbeitung (R83W), in dem gestörten Einbau in die Plasmamembran 
(G731R, R887Q und V1015M) oder in der intrinsischen Aktivität des Transporters 
(R135C, D486N und S614P). Eine Korrelation zwischen dem Genotyp und der 
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Krankheitsausprägung bei den Gitelman Patienten kann mit dieser Studie nicht gezeigt 
werden.  
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aBS      Antenatales Bartter Syndrom 
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ATP      Adenosintriphosphat 
Bp                  Basenpaare 
BS      Bartter Syndrom 
BSA      Bovines Serum-Albumin 
BSND      Bartter's syndrome with SND 
cBS      classic Bartter Syndrome 
Cl-      Chlorid 
COOH      Carboxylgruppe 
DCT      distal convoluted tubule 
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ECaC      epithelialer Calciumkanal 
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ENaC      epithelialer Natriumkanal 
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g      Gramm 
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